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RESUMO 
As peçonhas do gênero bothrops causam hipotensão, no entanto as alterações 
cardíacas e hemodinâmicas, associadas com este fenômeno não têm sido bem 
investigadas. Neste estudo, analisamos as alterações cardiovasculares causadas pela 
peçonha de Bothrops alternatus (urutu) em cães e, avaliamos a cardiotoxicidade desta 
peçonha em átrio direito isolado de rato.  Em cães anestesiados com isoflurano, a 
peçonha (0,3 mg/kg, i.iv.) causou hipotensão imediata atingindo o ápice aos 5 minutos, 
seguida por uma lenta recuperação para níveis não significativamente diferentes do 
basal  após 2h. Não foi observada recuperação no grupo tratado com a dose de 1,0 
mg/kg. A hipotensão foi acompanhada por uma queda abrupta do débito cardíaco, dos 
trabalhos tanto do ventrículo direito quanto do esquerdo, bem como do volume e índice 
sistólico, os quais permaneceram reduzidos até o final do experimento. Não ocorreu 
alteração significativa na freqüência cardíaca, no ECG, nos valores pressóricos 
pulmonares, nos níveis dos gases sanguíneos (pO2, pCO2, HCO3, SBCe e SBEc), e nem 
nos parâmetros metabólicos (pH, lactato, glicose e creatinoquinase), porém, foi 
observado um aumento significativo nos níveis de lactato desidrogenase logo no início 
do envenenamento. Nenhuma alteração histológica no tecido cardíaco foi observada, 
no entanto, observou-se microaneurismas e alguma descamação epitelial nos túbulos 
renais. Houve uma diminuição rápida da peçonha circulante, após a administração i.v., 
que ainda foi detectada aos 240 minutos. A peçonha de B. alternatus (0,5; 1,0 e 2,0 
mg/ml) não alterou a frequência atrial, mas reduziu significativamente a força contrátil 
(redução máxima de ~76%) e aumentou acentuadamente a liberação de 
creatinoquinase (CK) e creatinoqunase – MB (CK-MB). A análise histopatológica 
mostrou extensa mionecrose dos cardiomiócitos.  A peçonha dialisada (1,0 mg/ml, 
membrana de 2000 Da) contra NaCl 0,9 % (24h a 4 °C) não alterou a redução 
progressiva na força contrátil, enquanto que o aquecimento (100 °C, 20 min) aboliu esta 
redução; A  liberação de CK e CK-MB não foi alterada pela diálise e pelo aquecimento. 
A atropina, o atenolol e propranol, a cimetidina ou a indometacina não alteraram a força 
contrátil atrial, no entanto o L-NAME – inibidor da NOS, atenuou a redução na 
contratilidade, sugerindo um possível envolvimento do NO na resposta induzida pela 
peçonha. Estes resultados mostram que em cães, a peçonha de B. alternatus produziu 
acentuadas alterações cardiovasculares, envolvendo uma ação cardíaca direta, com 
xlviii 
 
poucas alterações metabólicas. A peçonha é também tóxica para átrio isolado de rato, 
provavelmente em função dos efeitos proteolíticos e/ou de PLA2. 
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ABSTRACT 
 Bothrops snake venoms cause hypotension, but the hemodynamic and cardiac 
alterations associated with this phenomenon have not been extensively investigated. In 
this study, we examined the cardiovascular changes caused by Bothrops alternatus 
(urutu) venom in anesthetized dogs and examined the cardiotoxicity of the venom in rat 
isolated rat atria. In isofluorane-anesthetized dogs, venom (0.3 mg/kg, i.v.) caused 
immediate hypotension that was maximal within 5 min followed by a slow recovery to 
levels not significantly different from pre-venom values after 2 h; no recovery was seen 
with a venom dose of 1 mg/kg. The hypotension was accompanied by an abrupt 
decrease in cardiac output, left and right ventricular systolic work, and systolic indices 
and volume that persisted without recovery until the end of the experiment. There were 
no significant changes in heart rate, ECG, pulmonary hemodynamics, blood gas levels 
(pO2, pCO2, HCO3, SBCe and SBEc) and metabolic parameters (blood pH, lactate, 
glucose and creatine kinase); however, a slight, significant increase in lactate 
dehydrogenase was seen soon after venom. There were no histological alterations in 
cardiac tissue, but microaneurysms and epithelial desquamation were seen in renal 
tubules. Circulating venom decreased rapidly after i.v. administration, but was still 
detectable after 240 min. Venom (0.5, 1.0 and 2.0 mg/ml) did not affect the beating rate 
of rat isolated right atria but significantly reduced the contractile force (maximal reduction 
of ~76%) and markedly increased the release of creatine kinase (CK) and CK-MB. 
Histological analysis revealed extensive myonecrosis. Venom dialysis (1.0 mg/ml; 
membrane nominal MW cut-off = 2000 Da) against 0.9% NaCl (24 h, 4°C) did not affect 
the decrease in contractile force whereas heating (100°C, 20 min) abolished the venom-
induced reduction; CK and CK-MB release was also unaltered by dialysis but attenuated 
by heating. The decrease in atrial contractility was unaffected by atropine, atenolol, 
propranolol, cimetidine or indomethacin, but was attenuated by L-NAME, an inhibitor of 
nitric oxide synthase, indicating a possible role for nitric oxide in the venom-induced 
response. These results show that in dogs B. alternatus produces marked 
cardiovascular alterations involving a direct cardiac action, with little role for metabolic 
changes. The venom is also toxic to rat atria, probably as a result of venom proteolytic 
and/or phospholipase A2 activity.  
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1 - INTRODUÇÃO  
1.1 - Ações cardiovasculares de peçonhas ofídicas  
As peçonhas ofídicas contêm uma variedade de enzimas, peptídeos e 
compostos não enzimáticos com diferentes atividades biológicas. Essa diversidade na 
composição explica a grande variedade de efeitos cardiovasculares produzidos por 
essas peçonhas, tais como coagulopatias, hemorragia, hipotensão, choque e 
insuficiência renal aguda (IRA). 
Quando injetadas por via endovenosa em mamíferos, as peçonhas ofídicas 
geralmente causam hipotensão, que consiste numa acentuada queda da pressão 
arterial em 15 a 60 segundos, chegando ao máximo em aproximadamente 5 min, 
seguido por um período de recuperação parcial (dependendo da dose de peçonha), e 
então de uma rápida ou gradual queda da pressão, terminando em morte (Lee e Lee, 
1979; Rothschild e Rothschild, 1979). Esse fenômeno é comum às peçonhas das mais 
variadas espécies, tais como a Bitis arietans (Osman e Gumaa, 1974; Schaeffer et al., 
1985), Bitis gabonica (Zaki et al., 1976; Hyslop e Marsh, 1991), Bothrops erythromelas 
(Zapellini, 1991), Bothrops moojeni (Andrade, 1996), Cerastes cerastes (Abdalla et al., 
1992), Crotalus atrox (Russell et al., 1962; Halmagyi et al., 1965; Mesquita et al., 1991), 
Crotalus horridus (Witham et al., 1953), Crotalus viridis helleri (Carlson et al., 1975; 
Schaeffer et al., 1979, 1984), Lachesis muta (Granados-Zuniga e Aragón-Ortiz, 1998), 
Notechis scutatus scutatus (Francis et al., 1993; Tibballs, 1998a), Pseudonaja spp. 
(Tiballs et al., 1989), Trimeresurus flavoviridis (Kinjo et al., 1990) e Viper lebetina 
(Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004). Com algumas peçonhas, como a da cascavel 
sulamericana Crotalus durissus terrificus, a queda inicial na pressão arterial é seguida 
por uma hipertensão transitória (choque trifásico) (Vital Brazil et al., 1966).   
A hipotensão e o choque profundo causados por peçonhas de serpentes são  
devidos, em grande parte, à liberação de substâncias vasoativas que atuam, 
principalmente, sobre a vasculatura (Mebs, 1978; Lee e Lee, 1979; Rothschild e 
Rothschild, 1979; Hawgood, 1982; Aird, 2002), embora em alguns casos uma ação 
cardíaca direta (Kempsford e Hawgood, 1987; Santos et al., 1990; Alloatti et al., 1991; 
Tibballs et al., 1989, 1991; Abdalla et al., 1992; Alzahaby et al., 1995; van Aswegen et 
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al., 1996; al-Shammary et al., 1998; Gomes et al., 2001) possa contribuir para os efeitos 
observados. Ainda, em outros casos, a hipotensão pode ter uma origem central (Telang 
et al., 1976; Raina et al., 1977a,b), pode ser devido à trombose pulmonar e à isquemia 
miocárdica (Tibballs, 1998a,b; Tibballs et al., 1989, 1991) ou pode ser causada por 
bloqueio neuromuscular e paralisia respiratória em decorrência da presença de 
neurotoxinas (Mebs, 1978; Karlsson, 1979; Ogay et al., 2005).  
As alterações hemodinâmicas que contribuem para esta hipotensão variam entre 
peçonhas, podendo envolver uma queda na resistência periférica (mesentérica e ilíaca) 
e pulmonar, no débito cardíaco e no volume sistólico, com ou sem alteração na 
frequência cadíaca e no eletrocardiograma. Há, frequentemente, acúmulo de sangue 
em leitos vasculares como o mesentérico devido à vasodilatação extensa (Witham et 
al., 1953; Russell et al., 1962; Halmagyi et al., 1965; Adams et al., 1981; Cevese et al., 
1983; Tibballs et al., 1989). Esses efeitos podem ser exacerbados por acidose 
metabólica (pH<7,3 e níveis de ácido lático aumentados) e por hipoventilação (Carlson 
et al., 1975; Schaeffer et al., 1985). 
Na circulação, o endotélio e o músculo liso vascular representam alvos 
importantes para a atuação de peçonhas. De fato, vários estudos já mostraram que as 
peçonhas exercem efeitos adversos sobre essas células, especialmente as endoteliais, 
levando à liberação de mediadores endógenos (vasoconstritores, vasodilatadores, 
moléculas pró-inflamatórias, etc.) (Lomonte et al., 1994a,b,c; Moreira et al., 1992, 1994; 
Borkow et al., 1995; Lomonte et al., 1999; Thamaree et al., 2001; Kawano et al., 2002; 
Cominetti et al., 2004).  
Há ampla evidência na literatura mostrando o uso de uma combinação de 
abordagens, técnicas e preparações in vivo e in vitro para entender os mecanismos 
cardiovasculares e as ações cardíacas de diversas peçonhas, sendo que nem sempre 
as preparações usadas para determinada peçonha envolveram a mesma espécie 
experimental.   
Assim, por exemplo, os efeitos hemodinâmicos e cardiovasculares das peçonhas 
e das toxinas de várias espécies de cascavéis (Crotalus spp.) têm sido investigados em 
cães (Vick et al., 1967; Bonilla e Rammel, 1976; Ruiz et al., 1980; Schaeffer et al., 1984; 
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de Souza-e-Silva et al., 2003), carneiros (Margolis et al., 1965; Halmagyi et al., 1967), 
coelhos (Breithaupt, 1976), gatos (Russell et al., 1967; Bonilla e Rammel, 1976) e ratos 
(Carlson et al., 1975; Breithaupt, 1976; Schaeffer et al., 1979; Mesquita et al., 1991) 
enquanto a análise dos efeitos cardíacos diretos tem sido realizada usando tecidos e 
células de ratos e cobaias (Kempsford e Hawgood, 1987; Hamilton et al., 1985; Santos 
et al., 1992). Outro exemplo é a peçonha da víbora africana, Bitis gabonica, cujos 
efeitos cardiovasculares in vivo têm sido estudados em macacos (Whaler, 1975), cães 
(Adams et. al., 1981; Cevese et al., 1983), coelhos (Cevese et al., 1984; Hyslop e 
Marsh, 1991), e ratos (Zaki et al., 1976; Gatullo et al., 1986, 1991), mas com os efeitos 
cardíacos diretos tendo sido investigados em preparações isoladas de cobaias (Alloatti 
et al., 1986; Busso et al., 1988). 
A injeção intramuscular da peçonha de Bothrops asper (Chaves et al., 1989) e B. 
alternatus (Acosta de Pérez et al., 1996) em camundongos causa pouca ou nenhuma 
alteração histológica em tecido cardíaco, ao contrário do que foi visto nos rins. De modo 
semelhante, a injeção de uma metaloproteinase hemorrágica (BaP1) (Escalante et al., 
2004) de B. asper também não causou dano histológico no coração.  
1.2. O envenenamento botrópico 
 As serpentes peçonhentas do Brasil pertencem aos gêneros Bothrops (jararacas) 
Crotalus (cascavéis), Lachesis (surucucus) e Micrurus (corais), e são responsáveis por 
mais de 20.000 acidentes notificados anualmente ao Ministério da Saúde. A maioria dos 
acidentes é causada por serpentes do gênero Bothrops (90%), seguido pelo gênero 
Crotalus (~8%) e os demais gêneros (~2%) (Araújo et al., 2003). 
Os efeitos do envenenamento botrópico podem ser divididos em dois tipos 
principais: os locais e os sistêmicos. As ações locais incluem dor, edema (com 
formação de bolhas contendo líquido seroso), hemorragia e necrose, enquanto que as 
ações sistêmicas consistem principalmente em distúrbios de coagulação, hemorragia 
interna (leva à hipovolemia e choque) e IRA, com raras manifestações neurológicas 
(Rosenfeld, 1971; Watt, 1989; Jorge e Ribeiro, 1990; Fan e Cardoso, 1995; Ribeiro e 
Jorge, 1997; Russell et al., 1997; França e Málaque, 2003).  
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Tanto os efeitos locais como os sistêmicos resultam da ação concomitante de 
fosfolipases A2 (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Gutiérrez e Ownby, 2003; Lomonte et al., 
2003; Warrell, 2004), metaloproteases (Kamiguti et al., 1998; Gutiérrez e Rucavado, 
2000; Fox and Serrano, 2005; Gutiérrez et al., 2005) e outras enzimas hidrolíticas 
presentes nessas peçonhas, as quais liberam uma variedade de mediadores 
endógenos (peptídeos como a bradicinina, aminas biogênicas como a histamina e 
serotonina, e metabólitos do ácido araquidônico como as prostaglandinas, tromboxanos 
e leucotrienos) (Rothschild e Rothschild, 1979; Hawgood, 1982) (Fig. 1) 
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Tromboxano, 
etc.
Metalopro-
teinases
Ação 
proteolítica:
Hemorraginas
Fatores que 
alteram a 
coagulação
Fatores  
edematogênicos
Efeitos
Locais
Dor, 
Edema,
Isquemia,
Hemorragia,  
Necrose
Sistêmicos
Hipotensão,
Hemorragia interna, 
Hipovolemia,  
Choque circulatório,
IRA 
 
Figura 1 – Alguns componentes e efeitos das peçonhas botrópicas 
 No caso das peçonhas botrópicas, várias metaloproteinases hemorrágicas 
já foram isoladas e caracterizadas (Maruyama et al., 1992; Gutiérrez et al., 1995; 
Gutiérrez e Rucavado, 2000; Mazzi et al., 2004; Schattner et al., 2005), inclusive de B. 
alternatus (Cominetti et al., 2003; Gay et al., 2005, 2009), sendo que a ação dessas 
enzimas sobre os componentes da matriz extracelular (Maruyama et al., 1992; Moreira 
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et al., 1994) e os vasos da microcirculação (Gutiérrez et al., 1995; Kamiguti et al., 1996, 
1998) contribui para a hemorragia sistêmica (Kamiguti et al., 1991, 1996). 
 Várias dessas metaloproteinases induzem hemorragia local, sem, porém, 
produzir hemorragia sistêmica, provavelmente devido à sua inativação por inibidores 
plasmáticos, tais como α1 e α2-macroglobulinas (Anai et al., 1998; Kawano et al., 2002; 
Escalante et al., 2004), sendo uma exceção importante a esta observação a jararagina 
(Kamiguti et al., 1996; Escalante et al., 2003; Laing e Moura-da-Silva, 2005). Por outro 
lado, algumas metaloproteinases, como a neuwiedase de B. neuwiedi (Rodrigues et al., 
2000, 2001) não produzem hemorragia local mas podem causar hemorragia sistêmica.  
A ação proteolítica, especialmente, por meio das metaloproteinases, é a principal 
responsável pelo rompimento da integridade das paredes vasculares, levando 
frequentemente à hemorragia local e sistêmica (Gutiérrez e Rucavado, 2000; Gutiérrrez 
e Lomonte, 2003; Gutiérrez et al., 2005). A ação proteolítica também é responsável 
pelos distúrbios de coagulação por intermédio de enzimas fibrino(geno)líticas, enzimas 
tipo-trombina e ativadoras de diversos fatores de coagulação, especialmente a 
protrombina e o fator X (Rosing e Tan, 1992; Fan e Cardoso, 1995; Yamada et al., 
1997; França e Málaque, 2003). A ação fosfolipásica parece estar associada mais à 
formação de edema (Gutiérrrez e Lomonte, 2003; Lomonte et al., 2003; Teixeira et al., 
2003), em conjunto com as hemorraginas. 
Os efeitos sistêmicos dependem da severidade do acidente, sendo mais comuns 
em acidentes moderados e graves. Nesses casos, além dos distúrbios de coagulação, 
podem ocorrer hipotensão e choque devido às substâncias vasoativas liberadas ou 
ativadas pela peçonha, e também como consequência da hipovolemia resultante de 
hemorragia interna extensa. A IRA, evidenciada pela oligúria e anúria (entre outras 
manifestações), geralmente aparece horas após o envenenamento, sendo a causa 
mais frequente de morte. Nos casos graves de envenenamento, e concomitantes às 
manifestações descritas acima, podem ocorrer também vômitos, sudorese e hipotermia, 
entre outros efeitos (Rosenfeld, 1971; Jorge e Ribeiro, 1990; Fan e Cardoso, 1995; 
Ribeiro e Jorge, 1997; França e Málaque, 2003; Warrell, 2004). 
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 Ao contrário das respostas imediatas, as principais ações de peçonhas que 
contribuem para as respostas hemodinâmicas tardias (horas a dias após o 
envenenamento) são distúrbios de coagulação (principalmente sangue incoagulável) 
(Kamiguti e Sano-Martins, 1995), hipovolemia decorrente de hemorragia sistêmica 
devido à ação de metaloproteinases (hemorraginas) (Kamiguti et al., 1991; Bjarnason e 
Fox, 1994; Gutiérrez e Rucavado, 2000), levando ao choque hipovolêmico e à IRA, 
devido principalmente, à ação proteolítica das peçonhas (Lee e Lee, 1979; Rothschild e 
Rothschild, 1979).  A presença de sangue incoagulável contribui para o choque 
hipovolêmico, por facilitar o extravasamento de sangue através das lesões  causadas 
pela ação das hemorraginas.  
1.2.1 - Principais mediadores da ação cardiovascular de peçonhas botrópicas 
Peptídeos 
Os principais mediadores da hipotensão causada por peçonhas botrópicas 
incluem peptídeos e enzimas (proteases e PLA2). Entre os peptídeos, os mais 
relevantes são peptídeos natriuréticos atriais (CNPs) (Murayama et al., 1997, 2000; 
Higuchi et al., 1999; Junqueira-de-Azevedo e Ho, 2002), que ativam os receptores 
contendo guanilato ciclase particulada, levando à formação de GMPc, e peptídeos 
potencializadores da bradicinina (BPPs) (Ferreira, 1965; Ferreira et al., 1970, 1992; 
Bieber, 1979; Giglio, 1988; Cintra et al., 1990; Junqueira-de-Azevedo e Ho, 2002). 
Estudos da glândula venenífera de B. jararaca e de outras espécies mostraram que os 
genes para os BPPs estão intimamente associados aos dos CNPs, de modo que pode 
haver coexpressão desses dois grupos de peptídeos (Murayama et al., 1997; Higuchi et 
al., 1999; Cidade et al., 2006). Essa organização sugere a existência de mecanismos 
distintos, mas somatórios na produção da hipotensão.  
A ação principal dos BPPs é a inibição da enzima cininase II (enzima conversora 
de angiotensina ou ECA), responsável tanto pela formação de angiotensina II 
(vasoconstritor) a partir de angiotensina I, como pela degradação de bradicinina 
(vasodilatador) (Ferreira e Rocha e Silva, 1965; Green et al., 1972), potencializando, 
assim, a hipotensão causada pela bradicinina liberada através da atividade de enzimas 
do tipo calicreína da peçonha (ver abaixo). Localmente, os BPPs acentuam o edema 
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local produzido por cininas (Fernandes et al., 1991). Uma função adicional desses 
peptídeos é a inibição de metaloproteases de peçonha durante a estocagem na 
glândula venenífera (Robeva et al., 1991; Francis e Kaiser, 1993; Huang et al., 2002). 
Rocha e Silva et al. (1949) foram os primeiros a mostrar que a atividade 
proteolítica da peçonha de B. jararaca é capaz de liberar a bradicinina de 
bradicininogênio circulante, através de uma atividade cininogenásica (tipo calicreína) 
(Gapanhuk e Henriques, 1970). Posterior ao estudo do Rocha e Silva et al. (1949), a 
capacidade de liberar bradicinina foi relatada para outras peçonhas (Rothschild e 
Rothschild, 1979), sendo que várias enzimas responsáveis por essa atividade já foram 
caracterizadas (ver Komori e Nikai, 1998; Nikai e Komori, 1998; Aird, 2002). No caso de 
peçonhas botrópicas, algumas dessas enzimas foram clonadas (Zaganelli et al., 1996; 
Serrano et al., 1998). Essas proteínas, com massa molecular em torno de 30 kDa, são 
serina esterases cuja atividade pode ser inibida por PMSF.  
A bradicinina liberada, por essas enzimas, em peçonhas botrópicas é um 
mediador importante da hipotensão imediata observada após o envenenamento 
(Rothschild e Rothschild, 1979), e poderia contribuir para a vasodilatação coronária 
(Antonio e Rocha e Silva, 1962). A atuação da bradicinina pode ser potencializada 
pelos BPPs presentes nessas peçonhas (ver acima).  
Algumas esterases são capazes de contrair músculo liso não vascular (ensaio in 
vitro usado para avaliar a formação de cininas) sem a liberação de cininas (Andrião-
Escarso et al., 1999). Semelhantemente, a trombocitina da peçonha de B. atrox, mas 
não a batroxobina (Glusa et al., 1991), é capaz de relaxar vasos por um mecanismo 
dependente do endotélio, porém independente da formação de bradicinina. Esse efeito 
aparentemente envolve a formação de NO de maneira semelhante à trombina (Glusa et 
al., 1996). 
Fosfolipases A2 
A fosfolipase A2 (PLA2) é uma enzima ubíqua em peçonhas ofídicas, exercendo 
importante contribuição na toxicidade e nos efeitos patológicos das mesmas, inclusive 
na miotoxicidade, cardiotoxicidade, hipotensão, e ação sobre o músculo liso não 
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vascular (Rosenberg, 1979, 1986; Gutiérrez & Lomonte, 1995; Gutiérrez e Lomonte, 
2003; Gutiérrez e Ownby, 2003; Harris, 2003; Lomonte et al., 2003). A PLA2 libera o 
ácido araquidônico de fosfolipídeos da membrana celular, o qual, por sua vez, é 
convertido em prostaglandinas e tromboxano A2.  
As PLA2s de peçonhas ofídicas são bastante conhecidas por sua atividade sobre 
membranas celulares e por sua capacidade de causar dano celular (Fig. 2) (Rosenberg, 
1986), especialmente em músculo esquelético (Gutiérrez e Lomonte, 1995; Gutiérrez e 
Ownby, 2003; Harris, 2003; Lomonte et al., 2003). Essas enzimas, especialmente as de 
peçonhas elapídicas, são bastante cardiotóxicas (Harvey, 1985; Rosenberg, 1986; 
Fletcher e Jiang, 1993). Essas toxinas causam uma perturbação inicial da membrana 
levando a um aumento do Ca2+ intracelular e à degeneração da célula (Montecucco et 
al., 2008). 
 
 
 
Figura 2 – Mecanismos de ação e principais atividades das PLA2 ofídicas (modificado 
do Montecucco et al., 2008). 
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Embora boa parte dessa cardiotoxicidade seja devido a ações celulares que não 
estejam associadas à miotoxicidade, há uma relação entre a presença de lesões e às 
alterações funcionais vistas em músculo incubado com algumas dessas enzimas 
elapídicas (Rosenberg, 1986; Fletcher e Jiang, 1993; Huang e Gopalakrishnakone, 
1996). 
As prostaglandinas, como a prostaciclina (PGI2) e a prostaglandina E2 (PGE2), 
possuem ação vasodilatadora/hipotensora própria (Huang, 1984) pela da ativação da 
adenilato ciclase (via receptores acoplados as proteínas Gs) que leva à formação de 
AMPc. A formação de prostaglandinas, especialmente a PGI2, pelo endotélio, também 
pode ocorrer como resposta à estimulação por bradicinina pela ativação de PLA2 
intracelular (Hyslop e de Nucci, 1991), contribuindo, assim, para a vasodilatação 
subsequente. Em concordância com essas observações, Andrião-Escarso et al. (2002) 
demonstraram que a PLA2 ácida da peçonha de B. jararacussu causa hipotensão; essa 
enzima já foi clonada e sua estrutura cristalográfica determinada (Magro et al., 2004; 
Roberto et al., 2004).  
Proteinases 
A contribuição do dano tecidual causado por proteinases presentes em algumas 
peçonhas tidas como “proteolíticas” (especialmente dos gêneros Agkistrodon, Bitis, 
Bothrops, Crotalus, Lachesis, Trimeresurus e Vipera) às alterações mecânicas 
(cronotropismo e inotropismo) e elétricas (arritmias, etc.) produzidas em tecido cardíaco 
tem sido pouco investigada.  Alguns estudos mostraram que a injeção de peçonha ou 
toxina in vivo (Nikai et al., 1984, 1985; Huang e Gopalakrishnakone, 1996; Anderson e 
Ownby, 1997; al-Shammary et al., 1998) ou a perfusão de coração isolado com 
peçonha ou toxina purificada (Abel et al., 1973; Unkovic-Cvetkovic et al., 1983; 
Kempsford e Hawgood, 1987; Santos et al., 1992) resulta em dano morfológico 
cardíaco. 
A ação de metaloproteinases hemorrágicas com potente efeito proteolítico sobre 
proteínas da matriz extracelular altera o equilíbrio hemostático por inibir a agregação 
plaquetária, levando a intensa hemorragia interna (Kamiguti et al., 1996, 1998; 
Gutiérrez e Rucavado, 2000; Gutiérrez et al., 2005, 2009). De acordo com Gutiérrez et  
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al. (2009) as metaloproteinases ofídicas do tipo P-III podem causar disfunção endotelial 
quando distribuída sistemicamente pode induzir a disfunção endotelial sistemicamente, 
e dependendo da severidade dos efeitos pode causar hemorragias e consequências 
cardiovasculares complexas. 
A hipovolemia causada pela ação conjunta de proteases sobre a cascata de 
coagulação e a parede dos vasos parece estar relacionada à liberação de citocinas pró-
inflamatórias de precursores endógenos pela ação de metaloproteinases das próprias 
peçonhas ou da ativação de proteases endógenas (Varonov et al., 1999; Petricevich, 
2004). Níveis aumentados de citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-6 e TNF- , 
principalmente) têm sido detectados em animais experimentais e em humanos (IL-6, IL-
8) envenenados por espécies de Bothrops (Lomonte et al., 1993; Barraviera et al., 
1995; Petricevich et al., 2000; Barros et al., 1998), e também em células inflamatórias in 
vitro (Clissa et al., 2001) e in vivo (Zamunér et al., 2001; Zamunér e Teixeira, 2002). 
A ação proteolítica das peçonhas também leva à liberação de citocinas, como 
TNF-  e interleucinas (Moura-da-Silva et al., 1996; Gutiérrez et al., 2009). Essas 
citocinas podem contribuir para as alterações hemodinâmicas e o choque 
cardiovascular (Gutiérrez et al., 2009), conforme relatado para a peçonha de Vipera 
berus (Szold et al., 2003) (Fig. 3).  
 
 
 
Figura 3 – Efeitos cardiovasculares tardios das peçonhas botrópicas. 
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Apesar de alguns estudos terem mostrado a capacidade de peçonhas botrópicas  
em causar hipotensão (Cheymol et al., 1968; Campos e Delgado, 1981; Zapellini, 1991; 
Andrade, 1996; Pérez et al., 1997a), e de terem identificados outros componentes 
destas peçonhas que podem contribuir para as alterações hemodinâmicas, tais como 
fosfolipases A2 (Andrião-Escarso et al., 2002), proteases cuja ação vascular independe 
da formação de bradicinina (Glusa et al., 1991) e, possivelmente, peptídeos natriuréticos 
atriais (Murayama et al., 1997), ainda não havia nenhum estudo sistemático das 
alterações hemodinâmicas e cardiovasculares causadas por essas peçonhas. Além 
disso, pouco se sabe dos mediadores endógenos, além da bradicinina, que possam 
estar envolvidos nessas respostas. Por esse motivo, nesse trabalho investigamos a ação 
cardiovascular da peçonha de Bothrops alternatus (urutu ou urutu cruzeiro). 
 
1.3 - Bothrops alternatus  
A Bothrops alternatus é encontrada no centro oeste, norte e nordeste da 
Argentina, no sul do Paraguai e nas regiões sul, sudeste e parte do centro oeste do 
Brasil (Fig. 4) (Campbell e Lamar, 1989). Trata-se de uma serpente com tamanho em 
torno de 1 m de comprimento, podendo atingir até 2 m. Por ter este porte elevado está 
caracterizada como uma das Bothrops brasileiras com rendimento máximo de peçonha 
acima de 200 mg (peso seco) por serpente (Rosenfeld, 1971, Furtado et al., 1991; de 
Roodt et al., 1998b). 
                                                         Instituto Butantan                          Fundação Nacional de Saúde (FUNASA) 
   
Figura 4.  Bothrops alternatus (urutu), mostrando a distribuição geográfica desta serpente  
no Brasil. 
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 Em comum com outras espécies de Bothrops, a peçonha de B. alternatus 
contém uma variedade de proteínas e enzimas (Mebs, 1970; Nisenbom et al., 1986a,b, 
1988; Castro et al., 1998; Smolka et al., 1998; Tan e Ponnudurai, 1991; Gasparello-
Clemente e Silveira, 2002; Valério et al., 2002; Stabeli et al., 2004), inclusive 
metaloproteinases/desintegrinas (Souza et al., 2000; Mariano-Oliveira et al., 2003; 
Cominetti et al., 2003, 2004; Gay et al., 2005) e miotoxinas (Ponce-Soto et al., 2007) 
que podem contribuir para os efeitos sistêmicos do envenenamento. 
Consequentemente, a letalidade (Furtado et al., 1991; Sanchez et al., 1992), as 
atividades biológicas (Queiroz e Petta, 1984; Pérez et al., 1997b, 1998; Marunak et al., 
1999; de Roodt et al., 2000, 2003) e o quadro de envenenamento por B. alternatus 
(Bauab et al., 1994) se assemelham aos de outras Bothrops (Fan e Cardoso, 1995; 
Russell et al., 1997; França e Málaque, 2003; Warrell, 2004).             
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2 – OBJETIVOS  
 Os objetivos dessa primeira parte do trabalho foram: 
1. Investigar as alterações cardiovasculares causadas pela peçonha de B. 
alternatus em cães anestesiados. 
2. Investigar as alterações gasométricas e metabólicas produzidas pela peçonha 
de B. alternatus in vivo. 
3. Investigar os danos histológicos provocados pela peçonha de B. alternatus 
em tecidos cardíaco e renal. 
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3 - MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 - Animais 
Cães (sem raça definida - SRD) machos, pesando entre 10 e 20 kg, foram 
obtidos do Centro de Zoonoses de Itapevi – SP e mantidos no Centro Multidisciplinar 
para Investigação Biológica (CEMIB) da UNICAMP onde permaneceram por um período 
de quarentena (21 dias), antes de serem usados. Nesse período, receberam 
tratamentos paras diversas zoonoses, carrapaticidas, etc. A alimentação foi à base de 
ração com 21% de proteína. Os protocolos experimentais foram aprovados pela 
Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEEA) da UNICAMP (protocolo nº 783-
1), e realizados de acordo com as recomendações éticas gerais do Colégio Brasileiro 
para Experimentação Animal (COBEA). 
3.2 - Peçonha 
A peçonha de B. alternatus fornecida pelo Centro de Extração de Toxinas 
Animais (CETA, Morungaba, SP) foi obtida de exemplares adulta de ambos os sexos, 
liofilizada e estocada a -20o C até o uso. Soluções estoques foram preparadas 
diariamente em salina 0,9% e armazenadas em gelo até o momento de uso. 
3.3 – Experimentos em cães  
3.3.1 - Procedimentos experimentais gerais 
3.3.1.1 - Técnica cirúrgica 
A indução anestésica dos cães foi feita com tiopental sódico (30 mg/kg, i.v.; 
Cristália Indústria Farmacêutica, Itapira, SP), injetada lentamente, em bolus, e em 
seguida os animais foram entubados pela traqueia para a administração do isoflurano 
(via inalatória), para a manutenção da anestesia (concentração de 2% em ar 
comprimido, com fluxo de 1 l/min) (Flecknall, 1996). 
As artéria e veia femorais esquerdas foram dissecadas e expostas 
cirurgicamente, seguidas de canulação, com cânulas de polietileno, heparinizadas (10 
UI/ml), para o registro da pressão arterial sistêmica e para a administração das 
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substâncias, respectivamente. A veia femoral direita também foi dissecada e exposta, 
onde foi então colocado um introdutor com uma cânula, heparinizada, e por este o 
cateter de termodiluição de Swan-Ganz 7F (AS-3 Datex-Engstrom, Helsinki, Finlândia). 
O cateter de Swan-Ganz foi introduzido até a artéria pulmonar e então conectado a dois 
outros transdutores apropriados, para o registro da pressão da artéria pulmonar média 
(PAPM) e da pressão do átrio direito média (PADM), bem como a pressão de capilar 
pulmonar média (PCPM). Esse cateter também permitiu a medida do débito cardíaco 
(DC) pelo lúmem proximal, pela técnica de termodiluição, que consistiu na injeção de 5 
ml de soro fisiológico gelado. À medida que a coluna de soro foi se deslocando pelo 
sangue do cão, a mudança na temperatura permitiu o registro do débito cardíaco, em 
l/min, calculado a partir da média de três medidas consecutivas (Fig. 5,6) (Terzi e 
Araújo, 1992). 
 
Figura 5. Posição do cateter de Swan-Ganz na entrada da artéria pulmonar. (AD – átrio direito, 
AE – átrio esquerdo, VD – ventrículo direito e VE – ventrículo esquerdo).  
 
Figura 6. Curva do débito cardíaco (média de 3 medidas consecutivas  com soro 
gelado (5 ml), (DC = freqüência cardíaca x volume sistólico). 
A artéria femoral direita foi canulada para a coleta de sangue arterial (1 ml) nos 
tempos zero (basal – antes da peçonha), e aos 2, 5, 15, 30, 60, 120, 180 e 240 minutos 
pós-peçonha para a gasometria, para a avaliação dos parâmetros metabólicos e para a 
quantificação da peçonha circulante por ELISA (Fig. 6). 
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Figura 7. Diagrama do protocolo in vivo, mostrando o posicionamento dos cateteres 
arteriais e venosos e dos eletrodos de superfície para o registro dos parâmetros 
eletrocardiográficos. Volume das amostras (arterial) coletadas para a análise 
gasométrica e metabólica, bem como para a análise da cinética da peçonha, durante o 
período de envenenamento (240 min). 
3.3.1.2 - Registro dos parâmetros hemodinâmicos 
Os parâmetros hemodinâmicos foram visualizados, continuamente, através da 
tela de um monitor multiparâmetro modular (DIXTAL), incluindo: 1) frequência cardíaca 
(FC), 2) pressão arterial média (PAM), monitorada através de um transdutor de pressão 
(AS-3 Datex-Engstrom, Helsinki, Finlândia), 3) pressão arterial pulmonar média (PAPM), 
4) pressão de capilar pulmonar média (PCPM), 5) pressão do átrio direito média 
(PADM) e o 6) débito cardíaco (DC), através de um termistor localizado na ponta do 
cateter de Swan-Ganz. 
A partir desses valores diretos, os valores de outras variáveis hemodinâmicas 
indiretas foram determinados como: volume sistólico (VS), trabalho sistólico do 
ventrículo esquerdo (TSVE), trabalho sistólico do ventrículo direito (TSVD), resistência 
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vascular sistêmica (RVS) e resistência vascular pulmonar (RVP), os quais foram obtidos 
por meio das fórmulas abaixo: 
 Volume sistólico            VS = DC/FC x 1000  
 Trabalho sistólico do ventrículo esquerdo           TSVE = 0,0144 x VS x PAM  
 Trabalho sistólico do ventrículo direito             TSVD = 0,0144 x VS x PAPM  
 Resistência vascular sistêmica             RVS = 80 x (PAM – PADM)/DC  
 Resistência vascular pulmonar             RVP = 80 x (PAPM – PCPM)/DC 
 Pressão de perfusão coronariana            PPC = PAM-PADM 
onde o fator 80 transforma a unidade de resistência (vascular) de mmHg/l/min para 
dinas.s/cm5.  
Os resultados do DC, VS, TSVE, TSVD, RVS e RVP também foram expressos 
sob a forma de índice, corrigindo-se os valores em função da área de superfície 
corporal (ASC = relação entre a distância naso-anal e o peso dos cães). O DC foi 
expresso como índice cardíaco (IC), o VS como índice sistólico (IS), os trabalhos 
ventriculares esquerdo e direito como índice de trabalho sistólico do ventrículo 
esquerdo (ITSVE) e índice de trabalho sistólico do ventrículo direito (ITSVD), 
respectivamente, e as resistências vasculares como índice de resistência vascular 
sistêmica (IRVS) e índice de resistência vascular pulmonar (IRVP), respectivamente. As 
fórmulas utilizadas para estes cálculos foram as seguintes: 
 Índice cardíaco           IC = DC/ASC 
 Índice sistólico           IS = VS/ASC 
 Índice de trabalho sistólico do ventrículo esquerdo            ITSVE = TSVE/ASC 
 Índice de trabalho sistólico do ventrículo direito               ITSVD = TSVD/ASC 
 Índice de resistência vascular sistêmica               IRVS = RVS x ASC 
 Índice de resistência vascular pulmonar               IRVP = RVP x ASC 
3.3.1.3 - Administração da peçonha de B. alternatus e protocolos experimentais 
 Foram estudados três grupos de cães: grupo1 - injetado com salina (controle, 
n=9), grupo 2 - injetado com 0,3 mg/kg (i.v., n=12) e grupo 3 - injetado com 1,0 mg/kg 
(i.v, n=9). As doses foram escolhidas baseadas em experimentos preliminares, 
iniciando com a dose de 10 µg/kg, seguido por doses maiores, em escala logarítmica.  O 
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grupo 1 (controle) recebeu 1 ml de salina i.v., lentamente, o grupo 2 recebeu a peçonha 
botrópica, na dose de 0,3 mg/kg, diluída em 1 ml de salina 0,9%, por via endovenosa 
(bolus - lentamente). O grupo 3 recebeu a dose de 1,0 mg/kg, por via endovenosa 
(bolus – lentamente). Em seguida à administração da peçonha, em todos os grupos, foi 
feita a lavagem da cânula com 3 ml de salina. 
 Os animais do grupo controle receberam 1 ml de salina i.v. também injetada 
lentamentte. Em seguida, foi feita a lavagem da cânula com 3 ml de salina. 
3.3.1.4 - Eletrocardiografia 
 Eletrodos de superfície foram conectados aos pontos adequados do corpo do 
animal para o registro eletrocardiográfico. Os registros foram feitos na derivação DII e 
velocidade 50 mm/s, através de um eletrocardiógrafo (TEB – C10, Jundiaí, SP, Brasil) 
(Fig. 6). Foram analisados os seguintes parâmetros: ondas P, T e complexo QRS ( 
tempo de duração - s) e os intervalos PR, QT (tempo de duração - s), e o segmento S-T 
(tempo de duração e infra ou supra desnivelamento), além da amplitude das ondas P, T 
e do complexo QRS (mV) (Fig.8). 
 
Figura 8. Traçado eletrocardiográfico mostrando as ondas P e T, o complexo QRS, os 
intervalos PR e QT, e o segmento ST. 
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3.3.1.5 - Avaliação dos gases sanguíneos e do pH, Na+, K+, hematócrito e lactato 
Amostras de sangue arterial (0,5 ml) foram coletadas em seringa heparinizada, 
tanto dos grupos tratados quanto do grupo controle para a leitura gasométrica, logo 
após a administração da peçonha, sendo essas coletas realizadas nos tempos 0 (basal 
– antes da peçonha) e 2, 5, 15, 30, 60, 120, 180 e 240 min pós-peçonha. A leitura 
gasométrica foi realizada imediatamente após as coletas, usando-se um gasômetro 
modelo ABL 555 da Radiometer (Copenhagen, Dinamarca). Os parâmetros 
gasométricos analisados foram: pO2, pCO2, HCO3, SBEc e SBCe, com os parâmetros 
adicionais sendo o pH, Na+, K+, hematócrito (Hct) e lactato. 
 3.3.1.6 - Alterações metabólicas  
 Imediatamente após cada coleta para gasometria, foi coletado 1 ml de sangue 
arterial, com seringa comum, para a dosagem das enzimas lactato desidrogenase 
(LDH), creatinoquinase (CK) e glicose, e para a quantificação da peçonha circulante. As 
amostras foram mantidas em temperatura ambiente e, em seguida, centrifugadas 
(10000 g, 15 min) para obtenção do soro. A atividade das enzimas LDH e CK foi 
determinada usando kits comerciais (LDH-P e CK-NAC, respectivamente, ambos pelo 
método cinético UV - Laborlab, São Paulo, SP), seguindo-se as instruções do 
fabricante. Os resultados foram expressos em U/ml, e a leitura foi feita através de um 
espectrofotômetro (Beckman Coulter DU 800). A quantificação da glicose foi feita 
através de um aparelho comercial de medição de glicose (MediSense Optium Xceed, 
Abbott Laboratories do Brasil Ltda), e a da lactato foi realizada pelo gasômetro; os 
resultados foram expressos em mg/dl e mmol/l, respectivamente. 
3.3.1.7 - ELISA para a detecção de peçonha circulante  
Placas de 96 poços foram sensibilizadas com 100 l de F(ab)‟2 antibotrópico (20 
g/ml) em tampão de ligação pH 9,6 e incubadas overnight à 4°C. Após lavagem com 
300 l de solução de PBS, as placas foram bloqueadas com 100 l de solução de 
caseína bovina 2% em PBS e incubadas à temperatura ambiente por 1 h. Após 
lavagem, foram adicionados os calibradores, os controles e as amostras, todos diluídos 
1:1, em tampão de incubação contendo 0,02% de soro normal de cavalo. Após 
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incubação à temperatura ambiente por 1 h e lavagem, foi adicionado o conjugado 
diluído 1:2000 em tampão de incubação e novamente foi feita a incubação à 
temperatura ambiente por 1. Após lavagem, foram adicionados 100 l de substrato 
(H2O2 e OPD 0,02% em tampão citrato pH 5,0). Após incubação à temperatura 
ambiente por 15 min, a reação enzimática foi interrompida com a adição de 50 l de 
H2SO4 a 5%. A leitura da absorbância foi feita em espectrofotômetro de placa 
(Multiskan Titertek, LabSystems, Helsinki, Finlândia) a 492 nm, e a concentração foi 
expressa em ng/ml. 
3.3.1.8 – Histologia  
 Amostras de coração e rim foram coletadas imediatamente após a eutanásia do 
animal, limpas e fixadas em formol tamponado (10%) durante 18h. Em seguida foram 
lavadas 3 vezes por 15 min. Para a desidratação dos tecidos foram utilizados 
gradientes crescentes de alcoóis (etanol), seguido de diafanização em x4lol, embebição 
e inclusão em parafina. (Histosec-Merck). Secções de 5 µm de espessura foram obtidas 
usando um micrótomo (Leica RM 2245, Alemanha), e as lâminas foram coradas com 
hematoxilina e eosina (HE) para posterior análise das alterações histológicas (Boer-
Lima et al, 1999,2002). As lâminas foram examinadas em microscópio Leica DM 5000B 
e as imagens foram captadas, processadas e analisadas usando uma câmara CCD 
LEICA CTR 5000 e softwares de processamento e análises de imagem LEICA Q Win 
Plus v.3.2.0. 
3.3.1.9 - Análise estatística 
Os resultados foram expressos como a média ± EPM, e as análises estatísticas 
foram feitas através da análise de variância (ANOVA) de uma via, seguidas pelo teste 
de Tukey-Kramer e teste t Student. Valores de p<0,05 foram significativos. Todas as 
análises estatísticas foram realizadas usando o software Prisma versão 4 (Graphpad, 
Inc., San Diego, CA). 
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4 – RESULTADOS  
4.1 - Efeitos cardiovasculares da peçonha de B. alternatus in vivo 
 A Fig. 9 mostra o registro fisiográfico da pressão arterial em cães anestesiados, 
na presença de salina apenas (A) e na presença de peçonha de B. alternatus nas 
doses de 0,3 e 1,0 mg/kg (B e C, respectivamente). Em ambos os grupos injetados cm 
peçonha, houve uma redução acentuada da pressão arterial aos 5 min, com uma 
recuperação lenta e gradativa próximo aos valores basais, na dose de 0,3 mg/kg e uma 
redução persistente até a morte na dose de 1,0 mg/kg, i.v., ~30 min após o 
envenenamento (Fig  9C). 
Nos animais injetados com salina (controle; 1,0 ml, i.v.) não houve nenhuma 
alteração significativa nos parâmetros avaliados (Fig. 9-13). As Tabela 1 e 2 mostram 
os valores basais dos parâmetros hemodinâmicos diretos e indiretos de todos os 
grupos; não houve diferença significativa nos valores de nenhum dos parâmetros entre 
os gruppos estudados. 
  A administração (bolus) da peçonha (0,3 mg/kg, i.v.) resultou em queda imediata 
na pressão arterial que atingiu seu ápice aproximadamente 5 min após a injeção, o que 
não foi visto no grupo controle (1 ml de salina i.v.) (Fig. 10A-D). Esta fase hipotensora 
(0,3 mg/kg, i.v.) se manteve durante vários minutos, seguida de recuperação gradativa, 
de modo que os valores pressóricos de 180 a 240 min pós-injeção, não foram 
significativamente diferentes dos valores basais (antes da peçonha), nem em relação 
ao grupo controle. A Fig. 10E, mostra uma redução acentuada e significativa da 
pressão de perfusão coronariana nos primeiros 5 min, mantendo-se significativamente 
abaixo dos valores basais e dos valores do grupo controle até os 120 min e retornando 
aos valores basais ao final do experimento.  
A hipotensão marcante mostrada na Fig. 10A-D foi acompanhada de uma queda 
significativa e persistente (sem recuperação) no débito cardíaco (DC) (Fig. 11B) sendo 
essa significância em relação aos valores basais em todos os tempos e em relação ao 
grupo controle somente nos primeiros 30 min. No entanto, a significância ocorreu em 
todos os tempos registrados, no que se refere aos valores basais e ao grupo controle 
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para o índice cardíaco (IC) (Fig. 11C). Entretanto, a frequência cardíaca (FC) mostrou 
um discreto aumento não significativo aos 30 min e assim se manteve praticamente até 
o final do experimento (Fig. 11A).  
 A resistência vascular sistêmica (RVS) (Fig. 12A) e o índice de resistência 
vascular sistêmica (IRVS) (Fig. 12B) mostraram um perfil semelhante ao da pressão 
arterial, com discreta redução nos primeiros 15 min seguida por uma recuperação e 
aumento, nos valores acima dos níveis basais na fase final do experimento (60 min em 
diante), apresentando aumento significativo nos tempos de 180 e 240 min (RVS) e no 
tempo de 240 min (IRVS).  
Não houve alterações significativas na pressão da artéria pulmonar média 
(PAPM) (Fig. 13A), na pressão capilar pulmonar média (PCPM) (Fig. 13B) e pressão 
atrial direita média (PADM) (Fig. 13C) após administração da peçonha. De modo 
semelhante, também não ocorreram mudanças significativas nos valores da resistência 
vascular pulmonar (RVP) (Fig. 13D) e do índice de resistência vascular periférica (IRVP) 
(Fig. 13E), no grupo tratado com 0,3 mg/kg, apesar de estes mostrarem aumento 
persistente ao longo do experimento.  
A Fig. 14A-B mostra que houve acentuada e persistente redução significativa no 
trabalho e índice sistólicos dos ventrículos esquerdo (TSVE e ITSVE) e direito (TSVD e 
ITSVD) (Fig. 14C,D), bem como no volume sistólico (VS) (Fig. 15A) índice sistólico (IS) 
(Fig. 15B) após injeção da peçonha, tanto em relação aos valores basais quanto em 
relação ao grupo controle.  
Nos animais injetados com a dose de 1,0 mg/kg as alterações nos parâmetros 
analisados foram semelhantes àquelas vistas com a dose de 0,3 mg/kg, sendo que a 
queda foi brusca e acentuada, exceto para a RVP e IRVP. Não houve recuperação de 
nenhum dos parâmetros hemodinâmicos avaliados. Os cães foram a óbito 15 a 30 min 
após a administração da peçonha. Houve aumento significativo da RVP e do IRVP aos 
5 min, tanto em relação aos valores basais, quanto em relação ao grupo controle (Fig. 
13D-E) seguida por uma acentuada e persistente redução a partir dos 15 min até o 
óbito dos animais. 
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Figura 9. Registro fisiográfico da pressão arterial de cão anetesiado. Os painéis A, B e 
C representam os grupos controle (salina = 1 ml) e 0,3 e 1,0 mg/kg, i.v. (bolus) de 
peçonha de B. alternatus, respectivamente.  
 
 
 
A 
B 
C 
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Tabela 1. Valores basais dos parâmetros hemodinâmicos diretos registrados nos três 
grupos experimentais estudados.  
 
Parâmetros 
analisados 
Salina 
(controle) 
Peçonha 
0,3 mg/kg 
Peçonha 
1,0 mg/kg 
FC 
DC 
PAS 
PAD 
PAM 
PAPM 
PCPM 
PADM 
   124 ± 7 
       4 ± 0 
   155 ± 7 
     79 ± 5 
   105 ± 4 
     17 ± 1 
       6 ± 1 
       6 ± 1 
   132 ± 8 
       5 ± 0 
   169 ± 9 
     93 ± 5 
   116 ± 4 
     17 ± 2 
       5 ± 1 
       4 ± 1 
  146 ± 9 
      4 ± 0 
  173 ± 14 
    88 ± 7 
  114 ± 8 
    17 ± 2 
      6 ± 2 
      5 ± 1  
 
Os valores são a média + EPM de 9-12 cães por grupo. FC – Freqüência cardíaca, DC 
– débito cardíaco, PAD – pressão arterial diastólica, PADM – pressão de átrio direito 
média, PAM – pressão arterial média, PAPM - pressão arterial pulmonar média, PAS – 
pressão arterial sistólica, e PCPM – pressão de capilar pulmonar média.  
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Tabela 2.  Valores basais dos parâmetros hemodinâmicos indiretos calculados a partir 
dos valores diretos nos três grupos experimentais estudados.  
 
Parâmetros 
analisados 
Salina 
(controle) 
Peçonha 
0,3 mg/kg 
Peçonha 
1,0 mg/kg 
PP 
PPC 
IC 
VS 
IS 
RVS 
IRVS 
RVP 
IRVP 
TSVE 
ITSVE 
TSVD 
ITSVD 
   76 ± 10 
 99 ± 4 
   8 ± 0 
 31 ± 4 
 57 ± 5 
 1953 ± 185 
1027 ± 75 
 217 ± 22 
 115 ± 10 
 49 ± 6 
 86 ± 7 
   8 ± 1 
14 ± 1 
    76 ± 9 
  112 ± 4 
      8 ± 1 
    39 ± 5 
    63 ± 8 
2075 ± 256 
1264 ± 147 
  226 ± 44 
  139 ± 26 
    67 ± 10 
  108 ± 15 
     10 ± 2 
     16 ± 3 
    86 ± 14 
  109 ± 7 
      7 ± 1 
    27 ± 2 
    50 ± 4 
2428 ± 247 
1354 ± 118 
  236 ± 25 
  123 ± 13 
    45 ± 4 
    73 ± 13 
      7 ± 1 
    13 ± 2 
 
Os valores são a média + EPM de 9-12 cães por grupo. IC – índice cardíaco, IRVP – 
índice de resistência vascular pulmonar, IRVS – índice de resistência vascular 
sistêmica, IS – índice sistólico, ITSVD – índice do trabalho ventrículo direito, ITSVE – 
índice do trabalho ventrículo esquerdo, PP – pressão de pulso, PPC – pressão perfusão 
coronariana, RVP – resistência vascular pulmonar, RVS – resistência vascular 
sistêmica, TSVD – trabalho ventrículo direito, TSVE – trabalho sistólico ventrículo 
esquerdo e VS – volume sistólico. 
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Figura 10. Ação da peçonha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg i.v., bolus) e salina sobre 
a pressão arterial sistólica (PAS) (A), pressão arterial média (PAM) (B), pressão arterial 
diastólica (PAD) (C), pressão de pulso (PP) (D) e pressão de perfusão coronariana 
(PPC) (E) em cães anestesiados. Os pontos representam a média ± EPM (n=9/12). 
*,#p<0,05 comparados aos valores basais e ao controle, respectivamente (ANOVA 
seguida pelo teste de Tukey-Kramer). 
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Figura 11. Ação da peçonha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg i.v., bolus), e salina sobre 
a freqüência cardíaca (FC) (A), o débito cardíaco (DC) (B) e o índice cardíaco (IC) (C) 
em cães anestesiados. Os pontos representam a média ± EPM (n= 9/12). *,#p<0,05 
comparados aos valores basais e ao controle, respectivamente. (ANOVA seguida pelo 
teste de Tukey-Kramer). 
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Figura 12. Ação da peçonha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg i.v., bolus) e salina sobre 
a resistência vascular sistêmica (RVS) (A) e o índice de resistência vascular sistêmica 
(IRVS) (B) em cães anestesiados. Os pontos representam a média ± EPM (n=9/12). 
*,#p<0,05 comparados aos valores basais e ao controle, respectivamente, (ANOVA 
seguida pelo teste de Tukey-Kramer).  
 
 
 
 
 
 
93 
 
0 15 30
0
5
10
15
20
25
40 120 200 280
Tempo (min)
P
re
s
s
ã
o
 a
rt
e
ri
a
l p
u
m
o
n
a
r 
m
é
d
ia
(m
m
H
g
)
0 15 30
0
5
10
15
40 120 200 280
Tempo (min)
P
re
ss
ã
o
 d
e
 c
a
p
ila
r 
p
u
lm
o
n
a
r 
m
é
d
ia
(m
m
H
g
)
0 15 30
0
2
4
6
8
10
40 120 200 280
controle 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg
Tempo (min)
P
re
ss
ã
o
 d
o
 á
tr
io
 d
ir
e
ito
 m
é
d
ia
 (
m
m
H
g
)
A B
C
0 15 30
0
200
400
600
800
1000
1200
40 120 200 280
#*
Tempo (min)
R
e
s
is
tê
n
c
ia
 v
a
s
c
u
la
r 
p
u
lm
o
n
a
r
(D
.s
/c
m
5
)
0 15 30
0
100
200
300
400
500
600
700
40 120 200 280
*#
controle 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg
Tempo (min)
Ín
d
ic
e
 r
e
s
is
tê
n
c
ia
 v
a
s
c
u
la
r 
p
u
lm
o
n
a
r
(D
.s
/c
m
5
/m
2
)
A
B
 
Figura 13. Ação da peçonha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg i.v., bolus) e salina sobre a 
pressão arterial pulmonar média (PAPM) (A), pressão capilar pulmonar média (PCPM) (B), 
pressão atrial direita média (PADM) (C), resistência vascular pulmonar (RVP) (D) e índice de 
resistência vascular pulmonar (IRVP) (E) em cães anestesiados. Os pontos representam a 
média ± EPM (n=9/12). *,#p<0,05 comparados aos valores basais e ao controle, 
respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Tukey-Kramer). 
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Figura 14. Ação da peçonha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg i.v., bolus) e salina sobre 
o trabalho sistólico do ventrículo esquerdo (TSVE) (A), o índice de trabalho sistólico do 
ventrículo esquerdo (ITSVE) (B), o trabalho sistólico do ventrículo direito (TSVD) (C) e o 
índice de trabalho sistólico do ventrículo direito (ITSVD) (D) em cães anestesiados. Os 
pontos representam a média ± EPM (n=9/12). *,#p<0,05 comparados aos valores basais 
e ao controle, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Tukey-Kramer). 
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Figura 15. Ação da peçonha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg i.v., bolus) e salina sobre 
o volume sistólico (VS) (A)  e índice sistólico (IS) (B) em cães anestesiados. Os pontos 
representam a média ± EPM (n=9/12). *,#p<0,05 comparados aos valores basais e ao 
controle, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Tukey-Kramer). 
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4.2 - Efeitos gasométricos e metabólicos da peçonha de B. alternatus in vivo 
 A administração da peçonha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg) não alterou 
significativamente os níveis de pO2, pCO2, HCO3c, SBCe e SBEc (indicadores do estado 
ácido-base), bem como o pH ao longo do experimento. Também não ocorreu alteração 
significativa no hematócrito (Hct) ou nos níveis de Na+ e K+ sanguíneos (Tabela 3). A 
temperatura dos animais não sofreu nenhuma alteração significativa em nenhum dos 
grupos analisados, entretanto houve aumento significativo da frequência respiratória 
aos 180 e 240 min (0,3 mg/kg), tanto em relação aos valores basais quanto em relação 
ao grupo controle. O grupo tratado com a dose de 1,0 mg/kg mostrou perfil semelhante, 
onde não foi visto nenhuma alteração significativa em nenhum dos parâmetros 
analisados, embora com alguns parâmetros houvesse tendência para alteração, como 
no caso da pO2, que mostrou redução aos 15 min após o envenenamento (Tabela 3). 
 Houve um aumento significativo nos níveis da LDH somente aos 2 min aos 2 
min, mas não houve aumento significativo nos níveis de CK, lactato e glicose ao longo 
do experimento (Fig. 16A-D). 
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Figura 16. Efeito da peçonha de B. alternatus (0,3 e 1,0 mg/kg, i.v., em bolus) e de 
salina (controle, 1 mL) sobre a atividade enzimática da lactato desidrogenase (LDH) (A) 
e creatinoquinase (CK) (B) e os níveis de lactato (C) e glicose (D), em cães 
anestesiados. As colunas expressam a media ± EPM (n=9/12). *,#p<0,05 comparados 
aos valores basais e ao controle, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de 
Tukey-Kramer).  
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4.3 - Eletrocardiografia de cães injetados com peçonha de B. alternatus 
 A Tabela 4 mostra que nenhuma das doses de peçonha alterou 
significativamente os parâmetros eletrocardiográficos em cães, embora alguns 
parâmetros mostrassem tendência para aumentar, como no caso do intervalo PR e 
amplitude da onda T, ou diminuir, como no caso da amplitude da onde P, aos 15 min 
com a dose de 1,0 mg/kg. 
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4.4 - Histologia dos tecidos cardíaco (ventrículo esquerdo) e renal de cães   trata-
dos com peçonha de B. alternatus 
 A análise histológica do tecido renal, após o tratamento com a peçonha de B. 
alternatus (0,3 mg/kg) mostrou discretas alterações em  algumas estruturas do néfron,  
com descamação da parede luminal de túbulo  proximal e micro  aneurismas  
localizados no glomérulo (Fig. 17B), o que não foi visto com os tecidos controle (Fig. 
17A). Não foi observada nenhuma alteração (neste aumento) no tecido ventricular 
esquerdo dos cães tratados com essa dose (Fig.17D), semelhante ao tecido do grupo 
controle (Fig.17C). Não foi feita a análise histológica no grupo tratado com 1,0 mg/kg. 
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Figura 17. Análise histopatológica de tecido renal e ventrículo esquerdo (A, C grupo 
controle, respectivamente, e B, D grupo tratado, respectivamente) de cães tratados com 
peçonha de B. alternatus (0,3 mg/kg). O grupo controle recebeu 1,0 ml de salina. CB - 
cápsula de Bowman, G - glomérulo, n - núcleo, TCP - túbulo contornado proximal, TCD 
- túbulo contornado distal e v - vaso. As setas indicam alterações em túbulos renais 
(descamação) e nos glomérulos (microanuerismas). Coloração HE. Barra de escala: 20 
µm. 
4.5 - Cinética da peçonha de B. alternatus  
 A Fig. 18 mostra a cinética da peçonha de B. alternatus em cães anestesiados.  
O perfil obtido foi característico de uma administração endovenosa, com queda inicial 
rápida (fase de distribuição: <5 min), seguida por uma queda gradual e essencialmente 
linear (fase de eliminação: >30 min).  Ao final do experimento, 240 min após a 
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administração, a concentração circulante de peçonha ainda estava elevada (~500 ng/ml 
comparada com ~1.500 ng/ml na primeira quantificação aos 2 min). 
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Figura 18. Cinética da peçonha de B. alternatus (0,3 mg/kg), após administração i.v. 
(bolus) em plasma de cães anestesiados. Os pontos representam a média ± EPM (n = 
12). C = concentração de peçonha.  
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5 – DISCUSSÃO 
 Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a administração endovenosa 
da peçonha de B. alternatus produz hipotensão arterial, que atinge o máximo após 
aproximadamente 3-5 minutos e é seguida por uma recuperação gradativa aos níveis 
basais. Respostas semelhantes a esta têm sido relatadas para as peçonhas de 
Bothrops erythromelas (Zapellini, 1991), Bothrops insularis (Campos e Delgado, 1981), 
e Bothrops moojeni (Santos et. al., 2000; Rabelo et al., 2005), e também para cascavéis 
norte-americanos do gênero Crotalus (Russell et al., 1962; Halmagyi et. al., 1965; 
Whitham et al., 1953; Russell et al., 1962; Carlson et al., 1975; Schaeffer et al., 1979, 
1984), e serpentes africanas (Bitis spp. – Osman e Guma, 1974; Adams et al., 1981; 
Cevese et al., 1983; Schaeffer et al., 1985; Hyslop e Marsh, 1991; Cerastes spp. – 
Abdalla et al., 1992), asiáticas (Trimeresurus spp. - Lee e Lee, 1979) e australianas 
(Pseudonaja spp. - Tibballs et al., 1989). Concomitante com a queda abrupta na 
pressão arterial houve também uma redução marcante do débito cardíaco, sem 
recuperação significativa durante o restante do experimento. Contudo, não houve 
alteração significativa na frequência cardíaca.  
A ação hipotensora da peçonha na dose de 0,3 mg/kg, provavelmente, resultou 
de uma combinação de vasodilatação, por ação direta de componentes da peçonha ou 
indiretamente, pela liberação de autacóides (Rothschild e Rothschild, 1979), e de uma 
ação direta da peçonha sobre o coração. A importância do tônus vascular no controle 
da pressão arterial é refletida no aumento visto na resistência vascular sistêmica e no 
índice de resistência vascular sistêmica, mesmo com a redução persistente no débito 
cardíaco e nos parâmetros de trabalho ventricular. O aumento persistente, até o final do 
experimento, da resistência vascular sistêmica sugere uma tentativa de aumentar o 
débito cardíaco para manter uma perfusão tecidual adequada. Já uma ação depressora 
direta sobre o tecido cardíaco é sugerida pelas reduções marcantes e persistentes (sem 
recuperação) vistas no débito cardíaco e nos trabalhos e índices de trabalho dos 
ventrículos esquerdo e direito, bem como no volume e índice sistólicos, as quais 
apontam para uma diminuição no inotropismo (contratilidade) do músculo miocárdico 
por mecanismos ainda desconhecidos (Terzi e Araújo, 1992). 
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Apesar da queda marcante na pressão arterial e no débito cardíaco, não houve 
alteração significativa na frequência cardíaca. Resposta semelhante também tem sido 
observada com a peçonha de B. moojeni (Santos et. al., 2000), B. gabonica (Adams et. 
al., 1981; Cevese et al., 1983), Cerastes cerastes (Abdalla et. al., 1992) e C. v. helleri 
(Carlson et. al., 1975); em vários destes e outros casos (Russell et al., 1962) não houve 
variação, ou a variação não mostrou relação com alterações na pressão arterial ou com 
a dose de peçonha. Santos et al. (2000) sugeriram que para a peçonha de B. moojeni, 
a inalterância da frequência cardíaca era devida a um efeito parassimpático persistente 
ou uma ação direta da peçonha nos barrorreceptores. É possível que uma ação reflexa, 
simpática, em função da hipotensão, tenha ocorrido como meio de re-equilibrar os 
valores pressóricos e permitir, portanto, uma melhor perfusão tecidual. O 
eletrocardiograma mostrou ausência de efeitos relevantes na condutividade elétrica do 
tecido cardíaco, o que corrobora com a frequência cardíaca inalterada.  
Vários estudos demonstraram que as peçonhas de cascavéis norte-americanas 
possuem peptídeos e proteínas básicos com alta atividade cardiodepressora (Lee e 
Lee, 1979; Schaeffer et. al., 1979) capazes de deprimir a contratilidade cardíaca, 
produzir hipotensão, aumentar lactato e CK circulantes, e causar hemoconcentração 
(aumento no hematócrito) e acidose. A existência de tais peptídeos em peçonhas 
botrópicas ainda não foi investigada de forma sistemática. Entretanto, a ausência de 
alterações significativas nos níveis de lactato e CK, nas doses testadas neste trabalho, 
sugere que tais peptídeos não sejam responsáveis pela a ação cardiodepressora dessa 
peçonha.  
A ausência de alterações marcantes no pH, nos gases sangüíneos, na CK, LDH 
e na lactato também indicam que a acidose, a lactacidemia e as lesões teciduais, 
principalmente cardíacas, não são fatores importantes nas respostas pressóricas e 
cardiodepressoras observadas, pelo menos com a dose de 0,3 mg/kg. Estes achados 
sugerem, portanto, que as respostas hemodinâmicas a esta peçonha são 
primariamente de origem cardíaca, sem envolver fatores metabólicos ou lesões 
teciduais. A ausência de acidose, lactacidemia e mudanças gasosas contrastam com 
relatos que descrevem tais alterações para várias peçonhas não-botrópicas, e.g., B. 
arietans (Schaeffer et al., 1985), B. gabonica (Hyslop e Marsh, 1991) e C. v. helleri 
109 
 
(Carlson et al., 1975; Schaeffer et al., 1979, 1984). Por outro lado, a elevação nos 
valores da RVP e do IRVP aos 5 min de envenenamento nos cães que receberam a 
dose de 1,0 mg/kg (quando houve redução acentuada e abrupta em praticamente todos 
os outros parâmetros analisados), juntamente com a redução na frequência cardíaca, 
aponta para um quadro hipóxico, com moderada acidose metabólica, possivelmente 
como conseqüência de uma redução da oferta de O2 (houve redução de ~33% na pO2 
destes animais aos 15 min após o envenenamento). 
Vários trabalhos têm mostrado que as peçonhas ofídicas são capazes de 
aumentar os níveis circulantes de glicose (Mohamed et al., 1972; Osman e Gumaa, 
1974; Gatullo et al., 1988; Hyslop e Marsh, 1991) devido principalmente, a uma ação 
em nível hepático, ou citotoxicidade direta ou, ainda, por interferir nos mecanismos 
regulatórios de metabolização de glicose. Conforme demonstrado neste trabalho, não 
houve alterações significativas na concentração circulante de glicose, o que indica que 
essa peçonha não possui uma ação hiperglicemiante importante, ao contrário de outras 
peçonhas. 
As peçonhas botrópicas são ricas em metaloproteinases hemorrágicas 
(hemorraginas) que são responsáveis pela extensa hemorragia local e sistêmica vista 
após o envenenamento (Gutiérrez e Rucavado, 2000; Gutiérrez et al., 2005), tanto em 
animais experimentais como em humanos (Kamiguti et al., 1991a,b, 1992, 1996; 
Gutiérrez e Lomonte, 2003). A peçonha de B. alternatus também contém hemorraginas 
(Gay et al., 2005, 2009), que podem contribuir para a hemorragia vista em casos 
clínicos (Bauab et al., 1994). Além das metaloproteinases hemorrágicas, as peçonhas 
botrópicas também possuem uma variedade de PLA2 envolvidas nos efeitos locais e 
sistêmicos, inclusive a hemólise indireta (Gutiérrez e Ownby, 2003). Uma PLA2 já foi 
caracterizada da peçonha de B. alternatus (Nisenbom et al., 1986a,b, 1988), sendo 
responsável por dispnéia, taquicardia, arritmias, choque cardiovascular, hemorragias e 
dano tecidual (pulmão, coração, fígado e rim) em camundongos (Nisenbom et al., 
1986a).  
Conforme mostrado na Tabela 3, não houve mudança significativa no 
hematócrito ao longo dos experimentos, o que indica a ausência de hipovolemia (devido 
à perda sanguínea através de lesões hemorrágicas) que levaria à hemoconcentração. 
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Esse achado indica que a hipovolemia não seria, pelo menos em cães, um fator central 
no choque cardiovascular produzido por essa peçonha. Essa situação contrasta com 
observações para certas peçonhas e espécies, em que a hipovolemia contribui para a 
hipotensão observada (Halmagyi et al., 1965; Cevese et al., 1983); já em outros casos, 
a hemoconcentração parece ser transitória e menos importante no choque 
cardiovascular (Carlson et al., 1975; Schaeffer et al., 1985). 
As peçonhas botrópicas não exercem ação hemolítica direta, mas podem causar 
hemólise indireta em suspensões de hemácias lavadas in vitro.  In vivo, a hemólise é 
pouco comum tanto experimental como na clinicamente (França e Málaque, 2003). Em 
acordo com isso, observamos apenas pequena hemólise transitória nos primeiros 
intervalos (até 15 min) de coleta de sangue, com desaparecimento desse fenômeno em 
seguida; tal efeito também tem sido relatado para a peçonha de B. arietans em ratos 
(Schaeffer et al., 1985). Os dados para o K+ sanguíneo (Tabela 1) apóiam a ausência 
de hemólise generalizada uma vez que não houve alteração significativa nos níveis 
deste íon durante o experimento. Já foi demonstrado que a hemólise severa ou maciça 
(causado, no caso, por PLA1 de peçonha de vespa) resulta em alto nível plasmático de 
K+ capaz de causar morte por parada cardíaca (Ho e Ko, 1988). 
É possível que exista considerável variação entre espécies de animais nas 
respostas cardiovasculares e metabólicas a determinada peçonha. Assim, por exemplo, 
enquanto a hipovolemia é fator importante no choque causado pela peçonha de B. 
gabonica em cães (Cevese et al., 1983), o fenômeno não ocorre em coelhos (Hyslop e 
Marsh, 1991). De modo semelhante, com a peçonha de C. v. helleri, doses pequenas 
(<100 g/kg) produzem efeitos marcantes em cães (Ruiz et al., 1980; Schaeffer et al., 
1984) enquanto doses consideravelmente maiores (1,25 a 2 mg/kg) são necessárias 
em ratos (Carlson et al., 1975; Schaeffer et al., 1979). Em ratos, a peçonha de B. 
alternatus produz hipotensão em doses <100 g/kg (Melo, 2002), enquanto que, em 
cães, o efeito observado com doses abaixo de 100 g/kg, é mínimo (dados não 
mostrados aqui). Além da variação interespécie nas respostas cardiovasculares, é 
possível que ocorram também variações na potência de peçonhas botrópicas em 
induzir efeitos cardiovasculares. Assim, por exemplo, em cães, as peçonhas de B. 
alternatus (presente estudo) e B. moojeni (Santos et al., 2000; Rabelo et al., 2005) 
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causam hipotensão marcante em doses >100 g/kg enquanto a de B. erythromelas 
causa hipotensão profunda com doses menores (25-50 g/kg) (Zapellini, 1991). 
Não foram observadas, neste trabalho, com o protocolo in vivo, alterações 
histológicas nas fibras cardíacas ventriculares, mostrando que não houve lesão 
cardíaca por essa peçonha. Por outro lado, no tecido renal, foram vistas algumas 
alterações como descamação da parede luminal tubular proximal, bem como 
microaneurismas glomerulares, possivelmente em função da ação nefrotóxica dessa 
peçonha, o que corrobora com trabalhos experimentais (Rezende et al., 1989; 
Burdmann et al., 1993; Boer-Lima et al., 1999, 2002) e clínicos (Amaral et al., 1985, 
1986) que relatam a IRA causada por peçonhas botrópicas, devido ao reduzido fluxo 
sanguíneo renal, visto que o envenenamento aconteceu por pelo menos 4 horas.  
A análise da cinética da peçonha administrada por via i.v. mostrou queda rápida 
(fase de distribuição) nas concentrações circulantes durante os primeiros 30 min, 
seguida por uma queda mais lenta e bastante constante (fase de eliminação) nos 
intervalos posteriores. Esse perfil se assemelha muito àquele visto com as peçonhas de 
B. jararaca, B. jararacussu e B. neuwiedi, administradas i.v. em ratos e coelhos (dados 
não publicados do nosso laboratório), e componentes dessas peçonhas, tais como uma 
miotoxina de B. asper (Moreno e Gutiérrez, 1988), a batroxobina de B. atrox (Sugai et 
al., 1986; Meier et al., 1988) e a jararafibrase-I de B. jararaca (Tanigawa et al., 1994), 
bem como peçonhas não botrópicas, e.g., Naja spp. (Ismail et al., 1996), Vipera berus 
(Audebert et al., 1994) e Walterinnesia aegyptia (Ismail et al., 1998). Interessantemente, 
os níveis circulantes de peçonha ainda eram bastante elevados após 4hs (1/3 da 
concentração observada após 2 min), em um intervalo onde a pressão arterial já há 
havia retornado ao nível basal.  Este achado mostra que a persistência de peçonha na 
circulação não implica, necessariamente, na manutenção da crise hipotensora, talvez 
devido ao esgotamento dos mediadores envolvidos ou algum tipo de dessensibilização; 
situação contrária foi vista com o débito cardíaco e os indicadores de trabalho do 
coração, que permaneceram deprimidos durante todo o experimento. 
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6 – CONCLUSÔES 
Baseado nos resultados obtidos neste estudo, concluímos que: 
1. A peçonha de B. alternatus causa hipotensão e disfunção cardíaca em cães 
anestesiados, sem alterações eletrocardiográficas e metabólicas relevantes. 
2. A depressão persistente do músculo cardíaco leva ao baixo débito cardíaco 
e choque circulatório, possivelmente devido à ação conjunta de (metalo) 
proteases, PLA2 e/ou peptídeos da peçonha. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
117 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAPÍTULO II 
 
119 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUÇÃO 
 
121 
 
1 – INTRODUÇÃO 
A atuação de componentes de peçonhas sobre a vasculatura e o coração produz 
efeitos imediatos, principalmente hipotensão e distúrbios cardíacos, além de efeitos 
tardios, tais como hemorragia sistêmica, choque hipovolêmico e IRA. 
1.1- Ações cardíacas diretas de peçonhas ofídicas 
 As alterações hemodinâmicas causadas por peçonhas e toxinas ofídicas podem 
originar de uma ação direta no coração e/ou vasculatura, ou de uma ação indireta na 
qual a peçonha estimula a liberação ou formação de mediadores endógenos que então 
atuam sobre o coração e/ou vasculatura para produzir os efeitos observados. De modo 
geral, os efeitos refletem uma combinação ou mistura de ações diretas e indiretas das 
peçonhas (Lee e Lee, 1979). 
 Estudos in vivo têm demonstrado que a injeção em animais, de peçonha bruta de 
diversas espécies de serpentes, produz uma série de mudanças na frequência de 
batimentos (alterações cronotrópicas), na contratilidade (alterações inotrópicas) e na 
condutibilidade elétrica (arritmias) do músculo cardíaco, as quais variam em grau e 
freqüência, de acordo com a peçonha, a dose, a via e o animal teste usado (Russell et. 
al., 1962; Halmagyi et al., 1967; Weiss e McIsaac, 1971; Ramsey et al., 1972; Schaeffer 
et al., 1973; Carlson et al., 1975; Weiser et al., 1984; Lee et al., 1986; Tibballs et al., 
1989; Alloatti et al., 1991a; Hyslop e Marsh, 1991; Abdalla et al., 1992; Omran e Abdel-
Nabi, 1997; Tibballs, 1998). 
Em consonância com isso, vários estudos têm demonstrado uma ação cardíaca 
direta, usando tanto a peçonha bruta (Ramsey et al., 1971; Raina et al., 1978; Lee e 
Lee, 1979; Posner et al., 1981; Kempsford e Hawgood, 1987; Alloatti et al., 1991b,c; 
Abdalla et al., 1992; Alzahaby et al., 1995; al-Shammary et al., 1998), componentes 
purificados (Abel et al., 1973; Lee et al., 1977; Fletcher et al., 1982; Barrington et al., 
1986; Santos et al., 1990; Huang et al., 1993; Gomes et al., 2001; El-Saadani e El-
Sayed, 2003), bem como em vasos coronários isolados (Glusa et al., 1991) e 
cardiomiócitos em cultura (Mbugua et al., 1988a,b; van Aswegen et al., 1996). 
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1.2 - Componentes de peçonhas ofídicas com atuação direta em tecido cardíaco 
 Apesar da grande variedade de enzimas e toxinas presentes em peçonhas 
ofídicas, as investigações sobre suas ações cardíacas (funcionais e/ou morfológicas) 
têm sido limitadas a um número relativamente pequeno de toxinas purificadas, sendo 
estas principalmente as cardiotoxinas (comuns nas peçonhas da família Elapidae) (ver 
revisão em Harvey, 1985; Sun e Walker, 1986; Ménez et. al., 1990; Fletcher e Jiang, 
1993; Kumar et. al., 1997) e PLA2 (principalmente de elapídeos) (Fletcher et al., 1982; 
Lee et al., 1989; Huang et al., 1993; Huang e Gopalakrishnakone, 1996), mas há 
também uma variedade de outras toxinas como a Mojave toxina de Crotalus scutulatus 
scutulatus (Bieber et al., 1975), a crotoxina de Crotalus durissus terrificus (Santos et al., 
1990), a toxina CM55 de Ophiophagus hannah (Gomes et al., 2001), a toxina básica de 
C. adamanteus (Abel et al., 1973), atroxina, um agonista de canais de Ca2+ voltagem-
dependentes da peçonha de Crotalus atrox (Hamilton et al., 1985), taicatoxina, uma 
toxina isolada da peçonha de Oxyuranus scutellatus scutellatus e que existe em forma 
de um complexo contendo um peptídeo tipo α-neurotoxina, uma PLA2 neurotóxica e um 
inibidor de serina proteinase (na proporção de 1:1:4, este complexo bloqueia canais de 
Ca2+ cardíacos de alto limiar; Possani et al., 1992; Fantini et al., 1996), e peptídeos 
potencializadores de bradicinina (El-Saadani e El-Sayed, 2003). Por outro lado, há 
poucos estudos sobre as ações cardíacas diretas de proteinases (hemorrágicas ou não) 
de peçonhas de serpentes usando preparações cardíacas (Glusa et al., 1991). 
1.3 - Mecanismos de ação cardiotóxica de peçonhas ofídicas 
A perfusão de coração isolado ou incubação de átrios ou músculo ventricular 
com peçonha geralmente resulta em uma diminuição na força/amplitude de contração 
(efeito inotrópico negativo), com ou sem alterações na frequência de 
contração/batimentos (efeito cronotrópico), embora possa ocorrer um aumento nesses 
parâmetros nos momentos iniciais do tratamento (Petkovic et. al., 1979; Posner et al., 
1981; Alloatti et al., 1986; Sun e Walker, 1986; Kempsford e Hawgood, 1987; Abdalla et 
al., 1992; Santos et al., 1990; Huang et al., 1993; Alzahaby et al., 1995; Gomes et al., 
2001; Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004). Estudos com peçonhas de Dendroaspis 
spp., em cardiomiócitos de rato indicaram a presença de várias toxinas capazes de 
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abolir gradativamente os batimentos espontâneos das células, com atividades aditivas e 
sinérgicas entre elas (Mbugua et al., 1988a,b). 
Os efeitos sobre o cronotropismo e o inotropismo podem ter diversas origens. 
Alloatti et al. (1986) sugeriram que a liberação de mediadores adrenérgicos e 
colinérgicos contribuía para o efeito cardiotóxico da peçonha de B. gabonica em 
coração isolado de cobaia. Por outro lado, Alzahaby et al. (1995) chegaram à conclusão 
contrária em relação à ação da peçonha de C. vipera em átrios isolados de ratos, i.e., 
não havia participação desses dois sistemas, mas havia envolvimento de canais de 
Na+. Fatehi-Hassanabad e Fatehi (2004) demonstraram que a ação cronotrópica e 
inotrópica positivas da peçonha de V. lebetina era devida à ativação de receptores β-
adrenérgicos, enquanto as negativas envolviam a ação de PLA2; um papel para a 
atividade PLA2 também foi sugerido para a ação inotrópica negativa da crotoxina da 
peçonha de C. d. terrificus (Santos et al., 1990).  
Fletcher et al. (1982) observaram que a PLA2 básica de N. nigricollis diminuiu a 
contratilidade de átrios isolados por reduzir a amplitude e o tempo de repolarização do 
potencial de ação e prolongar a latência para o início do mesmo, sem envolvimento de 
canais rápidos de sódio ou da Na+/K+-ATPase do tecido. No que diz respeito à ação 
cardíaca de PLA2, não há necessariamente uma correlação entre sua cardiotoxicidade 
e a atividade enzimática (Barrington et al., 1986; Rosenberg, 1986; Dhillon et al., 1987). 
Huang et al. (1993) relataram que a cardiotoxicidade da PLA2 ácida de Ophiophagus 
hannah não envolveu a síntese de prostaglandinas, nem os sistemas adrenérgico, 
colinérgico e histaminérgico,  nem os canais lentos de Ca2+ e os rápidos de Na+.  
A diminuição na força contrátil é frequentemente acompanhada de contratura 
geral da musculatura (vista como uma subida na linha de base das contrações), seja 
em coração isolado ou em átrio isolado (Raina et al., 1978; Harvey, 1985; Sun e Walker, 
1986; Alloatti et al., 1991b; Huang et al., 1993; Gomes et al., 2001); esse fenômeno é 
geralmente considerado como indicativo de distúrbios na entrada ou no movimento 
intracelular de cálcio. Assim, Fantini et al. (1996) sugeriram que a diminuição na 
contratilidade de cardiomiócitos vista com taicatoxina, uma toxina bloqueadora de 
canais de Ca2+ dependente de vontagem, era devido à redução da amplitude e duração 
do potencial de ação. Outros estudos também têm atribuído a diminuição na 
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contratilidade e eventual citotoxicidade em cardiomiócitos às alterações no fluxo de 
Ca2+ para dentro da célula (Fletcher et al., 1982; Alloatti et al., 1986; Busso et al., 1988; 
Tzeng e Chen, 1988; Huang et al., 1993; El-Saadani e El-Sayed, 2003), e que este 
efeito pode ser amenizado na presença de altas concentrações de Ca2+ (Petkovic et al., 
1983; Sun e Walker, 1986; Kempsford e Hawgood, 1987). 
1.4 - Papel de autacóides na ação cardíaca de peçonhas 
Conforme indicado na seção anterior, as peçonhas ofídicas podem ter efeitos 
marcantes sobre o cronotropismo e inotropismo mediados por catecolaminas e/ou 
acetilcolina (Alloatti et al., 1986; Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004), embora isso nem 
sempre seja o caso (Alzahaby et al., 1995). Além disso, há evidências de que a PLA2 
também contribui para a ação inotrópica negativa de peçonhas em tecido cardíaco 
(Santos et al., 1990; Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004). Tendo em vista que as 
peçonhas botrópicas estimulam a liberação de autacóides, é interessante avaliar o 
possível envolvimento de alguns destes mediadores na ação cardíaca de peçonha 
botrópica. 
O músculo cardíaco é inervado por fibras simpáticas (adrenérgicas), cujo 
mediador é noradrenalina, e por fibras parassimpáticas (colinérgicas), cujo mediador é 
acetilcolina (Araujo, 1997; Rang e Dale, 2006; Guyton e Hall, 2006). A liberação da 
noradrenalina das terminações adrenérgicas e subseqüente ativação dos receptores 
adrenérgicos (principalmente dos subtipos 1 e β2) (Fraser e Venter, 1980; Moura, 
2002) aumenta a excitabilidade e velocidade de condução, a freqüência cardíaca, e a 
força de contração do músculo cardíaco em conseqüência de uma elevação da 
concentração de Ca2+ intracelular (Araújo, 1997; Guyton e Hall, 2006). 
A estimulação dos receptores β1 e β2 cardíacos ativa a enzima adenilil ciclase 
(AC), cujo efeito é elevar a concentração do segundo mensageiro intracelular, 
monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), a partir de ATP (Balligand, 1999; Moura, 
2002). O acoplamento dos adrenoceptores β à AC é mediado por uma proteína 
estimulatória (Gs) (Onaram et al., 1993; Johnson, 1998; Moura, 2002), e a formação de 
AMPc promove uma elevação de Ca2+ intracelular que aumenta o inotropismo, 
cronotropismo e a velocidade de condução nas fibras cardíacas (Kuschel et al., 1999; 
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Moura, 2002). Em determinadas situações, o adrenoceptor β2 pode se acoplar também 
à proteína Gi, que inibe a adenilil ciclase e, portanto, a formação de AMPc (Xiao et al., 
1999; Priviero, 2006). Os antagonistas β-adrenérgicos propranolol (não-seletivo para β1 
e β2) e atenolol (seletivo β1) podem inibir os efeitos inotrópicos e cronotrópicos da 
estimulação adrenérgica em músculo cardíaco. 
 A estimulação parassimpática libera a acetilcolina pelas terminações vagais e 
leve à redução na freqüência cardíaca e interferência na atividade elétrica através da 
ativação de receptores muscarínicos do subtipo M2, podendo até interromper ou 
bloquear a excitação do nodo sinusal ou mesmo bloquear a transmissão do impulso dos 
átrios para os ventrículos através do nodo atrioventricular (Guyton e Hall, 2006). A ação 
da acetilcolina é bloqueada pela atropina, um antagonista muscarínico não-seletivo. 
 O óxido nítrico, um co-produto da metabolização da L-arginina em L-citrulina 
através da enzima NO sintase (NOS), é um mediador importante no sistema 
cardiovascular, onde contribui para a regulação da pressão arterial. A ação fisiológica 
do NO é mediada principalmente, mas não exclusivamente, pela ativação da guanilato 
solúvel, enzima responsável pela conversão de GTP em GMPc, que por sua vez ativa 
uma proteína cinase dependente de GMPc (PKG) e desencadeia uma cascata de 
fosforilações intracelulares que, entre outras coisas, regula o influxo de Ca2+ para dentro  
dos miócitos, levando ao relaxamento do músculo vascular e cardíaco (Mery et al., 
1991; Dias, 2007) e diminuindo a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca2+ (Yasuda e 
Lew, 1997; Dias, 2007). O L-NAME, um inibidor não-seletivo da NOS, diminui a 
produção do NO, podendo levar à hipertensão e alterações na função cardíaca. 
 Além dos mediadores mencionados acima, é conhecido da literatura que há 
também no músculo cardíaco receptores H2 histaminérgicos, cuja ativação pela 
histamina leva ao aumento da frequência e do débito cardíacos (Rang e Dale, 2006).  
 Por fim, a ativação dos receptores adrenérgicos, colinérgicos e histaminérgicos, 
entre outros, pode levar à estimulação de PLA2 intracelulares e formação de ácido 
araquidônico, precursor de mediadores lipídicos como as prostaglandinas e 
tromboxano, através da ação da ciclooxigenase, que é inibida pela indometacina.  A 
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formação destes mediadores também pode ser desencadeada por PLA2 presente na 
própria peçonha. 
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2 – OBJETIVOS 
 Considerando que há poucos estudos sobre a ação cardíaca direta de peçonhas 
botrópicas, investigamos em átrio direito isolado de rato: 
1 - O efeito da peçonha de B. alternatus sobre o cronotropismo e o inotropismo do átrio,   
bem como as atividades de CK e CK-MB. 
2 - As alterações histológicas provocadas pela peçonha de B. alternatus.  
3 - Os mediadores envolvidos nos efeitos cronotrópicos e inotrópicos do átrio, mediante 
ação da peçonha de B. alternatus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
131 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
 
133 
 
3 - MATERIAIS E MÉTODOS  
3.1 - Animais 
Ratos Wistar, pesando 300-400 g, foram obtidos do CEMIB e mantidos no 
biotério do Departamento de Farmacologia, sob ciclo de luz/escuro de 12 h a 23 ± 2o C, 
com livre acesso à comida e água, até o momento do experimento. Os protocolos 
experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal 
(CEEA) da UNICAMP (protocolo nº 783-1), e realizados de acordo com as 
recomendações éticas gerais do Colégio Brasileiro para Experimentação Animal 
(COBEA). 
3.2 - Peçonha 
A peçonha de B. alternatus fornecida pelo Centro de Extração de Toxinas 
Animais (CETA, Morungaba, SP) foi obtida de exemplares adulta de ambos os sexos, 
liofilizada e estocada a -20o C até o uso. A peçonha foi diluída, no momento da 
incubação, em solução de Krebs-Henseleit (200 µl). 
3.3 - Experimento em ratos 
3.3.1 - Átrio direito isolado incubado com peçonha de B. alternatus 
Os ratos foram anestesiados com isoflurano e em seguida foram exsanguinados 
por secção dos vasos cervicais. Em seguida, foi realizada a torocotomia bilateral e os 
corações foram rapidamente removidos e mergulhados em solução gelada de Krebs-
Henseleit (composição, em mM: NaCl 118; KCl 4,7; CaCl2 2,5; MgSO4 0,45; NaHCO3 
25; KH2PO4 1,03; D-glicose 11,1; ácido ascórbico 0,14). Em seguida, o átrio direito foi 
isolado do músculo cardíaco e limpo antes de ser montado sob tensão de 1 g em um 
banho de órgão contendo 10 ml de solução de Krebs-Henseleit mantida a 37º C e 
continuamente gaseificada com 5% CO2 e 95% de O2 e a um pH de 7,5 (Gasparetti et 
al., 2002; Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004). A frequência e a força contrátil foram 
registradas continuamente através de um transdutor isométrico acoplado a um pré-
amplificador e computador (ADInstruments, Castle Hill, Austrália), e os registros foram 
feitos com Software Chart 6 (PowerLab). 
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 Após 40 min de estabilização, os átrios foram lavados três vezes com a solução 
de Krebs-Henseleit e, após adição de nova solução, foram incubados por mais 20 min 
para permitir recuperação de eventuais efeitos das lavagens. Em seguida, foram 
incubados com solução de Krebs-Hensleit. O grupo tratado foi incubado com peçonha 
nas doses (0,25; 0,5; 1,0 ou 2 mg/ml, diluída em 200  l da solução Krebs-Hensleit); nos 
controles, foram adicionados 200 l de Krebs-Hensleit. A frequência cardíaca atrial e a 
força de contração foram monitoradas durante 60 min (Fig. 1). As concentrações de 
peçonha foram escolhidas baseadas em experimentos preliminares usando a 
concentração 0,05 mg/ml e posteriormente foram testadas concentrações maiores, 
seguindo uma escala linear. 
heparinização
(500UI/kg i.v. 15 min)
anestesia  
(isoflurano)
exsanguinamento
remoção do 
coração
montagem banho
pH = 7,4 – O2 95%  e  
CO2 5%
toracotomia
bilateral
isolamento 
do átrio 
KH
KH – 37 C
estabilização
lavagem 3X
estab.
40 min 20 min 60 min
Peçonha
duração
KH
registro
0
 
 
Figura 1. Esquema dos protocolos, realizados com átrio direito isolado de rato 
3.3.2 - Peçonha dialisada e não dialisada 
 A peçonha de B.alternatus foi dialisada contra solução de NaCl a 0,9% por 24 h 
em geladeira (colunas de até 2000 kDa). Os átrios, previamente isolados, foram 
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incubados, após o período de estabilização (descrito no item 3.3.1) com a peçonha 
dialisada por 60 min, para a análise do envolvimento de substâncias de baixa massa 
molecular (≤ 2000 kDa), diluída em KH no momento do uso (200 l). Foram feitas 
coletas da solução de Krebs nos tempos basais e finais para a avaliação dos níveis de 
CK e CK-MB liberadas no banho (200 l). Foram, ainda, feitos experimentos com a 
peçonha sem o processo de diálise, diluída no mesmo tempo da peçonha dialisada 
(geladeira por 24 h) para comparação do efeito entre os protocolos. 
3.3.3 - Peçonha aquecida 
 A peçonha de B.alternatus foi aquecida por 20 min a 100ºC. Os átrios, 
previamente isolados foram incubados, após o período de estabilização (descrito no 
item 3.3.1) com a peçonha aquecida (diluída no momento do uso em 200 l de KH), 
para a análise do envolvimento de substâncias proteolíticas e enzimáticas. Foram feitas 
coletas da solução de Krebs nos tempos basais e finais para a avaliação dos níveis de 
CK e CK-MB liberadas no banho (200 l). 
3.3.4 - Alterações metabólicas  
 Imediatamente após a estabilização e o final do experimento, foi coletado do 
banho um volume de 200 µl (cada) para a dosagem das enzimas creatinoquinase (CK) 
e creatinoquinase-MB (CK-MB) para a quantificação dessas enzimas no banho. A 
atividade das enzimas CK e CK-MB foi determinada usando kits comerciais (CK-NAC e 
CK-MB, respectivamente, ambos pelo método cinético UV; Laborlab, São Paulo, SP), 
seguindo-se as instruções do fabricante, através de um espectrofotômetro (Beckman 
Coulter DU 800) e os resultados foram expressos em U/ml.  
3.3.5 - Histologia 
 Os átrios após o término da incubação foram fixados em formol tamponado 
(10%) durante 18 h. Em seguida foram lavados 3 vezes por 15 min. Para a 
desidratação dos tecidos foram utilizados gradientes crescentes de alcoóis (etanol), 
seguido de diafanização em xilol, embebição e inclusão em parafina (Histosec-Merck). 
Secções de 5 µm de espessura foram obtidas usando um micrótomo (Leica RM 2245, 
Alemanha), e as lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para posterior 
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análise das alterações histológicas (Boer-Lima et al., 1999, 2002). As lâminas foram 
examinadas em microscópio Leica DM 5000B e as imagens foram captadas, 
processadas e analisadas usando uma câmara CCD LEICA DFC 300 FX e softwares de 
processamento e análises de imagem LEICA Q Win Plus v.3.2.0. 
3.3.6 - Incubação de átrios com antagonistas e peçonha  
 Além dos experimentos descritos acima foram realizados experimentos com 
antagonistas e uma concentração fixa da peçonha (1,0 mg/ml) escolhida baseada na 
curva dose resposta obtida no item 3.3.1. Nestes experimentos, os átrios foram pré-
incubados com os seguintes antagonistas antes da adição de peçonha:  
1. Propranolol (5 µM) – antagonista não seletivo dos receptores -adrenérgicos 
(Santos et al., 1990; Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004).  
2. Atenolol (10 M) – antagonista β1-adrenérgico seletivo (Santos et al., 1990; 
    Fatehi-Hassanabad e Fatehi, 2004).  
3. Atropina (5,6 µM) – antagonista colinérgico não seletivo dos receptores 
muscarínicos (Zapellini, 1991). 
4. Cimetidina (10 µM) – antagonista seletivo dos receptores H2-histaminérgico 
(Alzahaby, 1995). 
5. Indometacina (10 µM) – inibidor da ciclooxigenase (Santos et al., 1990). 
6. L-NAME (300 µM) – inibidor da enzima óxido nítrico sintase (Fatehi-
Hassanabad e Fatehi, 2004).  
 Com exceção da indometacina que ficou em contato com os átrios por 20 min, 
para todos os outros antagonistas foi feito uma pré-incubação por 10 min, antes da 
adição da peçonha seguida por incubação por 60 min. 
 As concentrações dos antagonistas foram escolhidas baseadas em experimentos 
com os respectivos agonistas para verificar a eficácia da inibição. Esses resultados 
serviram como controle positivo para os referidos antagonistas versus peçonha (e em 
todos os casos a inibição da resposta ao agonista foi >95% (dados não mostrados). 
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4 - RESULTADOS 
4.1 - Efeitos da peçonha de B. alternatus sobre o átrio direito isolado de rato 
 A incubação dos átrios com peçonha de B. alternatus (0,25-2,0 mg/ml) causou 
variações não significativas na frequência atrial durante o experimento (Fig. 2A). Por 
outro lado, a força contrátil sofreu uma redução significativa (25-41%) a partir dos 20 
min de incubação, que continuou progressivamente até o final do experimento (67-79%) 
com as três maiores concentrações de peçonha. Não houve redução significativa na 
força contrátil com a concentração de 0,25 mg/ml, mas ocorreu aumento não 
significativo, na frequência atrial aos 5 min (Fig. 2B).  
 A diálise da peçonha (1,0 mg/ml) contra salina por 24 h (para remover 
substâncias de baixa massa molecular como peptídeos e aminas biogênicas contidas 
na peçonha) não afetou a frequência atrial e teve pouco efeito sobre a queda 
progressiva na força contrátil (houve apenas pequeno retardamento no início da queda 
quando comparada com a peçonha não dialisada); a resposta à peçonha não dialisada, 
mas estocada nas mesmas condições que a dialisada (em solução salina a 4 oC 
durante 24 h), foi semelhante à da peçonha preparada e testada no dia (Fig. 3A,B). Por 
outro lado, o aquecimento da peçonha (100°C, 20 min) reduziu a queda na força 
contrátil causada por peçonha não aquecida significativamente aos 20, 30, 45 e 60 min; 
não houve alteração na frequência cardíaca (Fig. 3C,D). 
4.2 - Liberação de enzimas pela peçonha de B. alternatus  
 A Fig. 2C mostra um aumento significativo na liberação de CK em todas as 
concentrações de peçonha.  De modo semelhante, a Fig. 2D mostra um aumento 
significativo na liberação da CK-MB, específica para tecido cardíaco, com as três 
concentrações de peçonha. 
 A peçonha dialisada e a não dialisada aumentou significativamente a liberação 
tanto da CK quanto da CK-MB (Fig. 3CD). Já o aquecimento (100°C, 20 min) da 
peçonha atenuou a liberação dessas duas enzimas em relação à peçonha não 
aquecida, não dialisada e dialisada (Fig. 3D).  
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Figura 2. Ação da peçonha de B. alternatus (0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/ml; n=6 cada) e 
solução de Krebs (controle, n=6) sobre a freqüência atrial (A), a força contrátil (B), e a 
liberação de creatinoquinase (CK) (C) e creatinoquinase – MB (CK-MB) (D), em átrio 
direito isolado de rato. O grupo controle foi incubado com solução de Krebs (200 µl) 
sem peçonha no banho. As colunas pretas correspondem à atividade no término do 
experimento, após 60 min de incubação com peçonha. Os pontos representam a 
média ± EPM. *,#p<0,05 comparado aos valores basais (*) e ao grupo controle (Krebs) 
(#). (teste t de Student ou ANOVA seguida pelo teste de Tukey-Kramer). 
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Figura 3. Efeito da diálise e do aquecimento da peçonha de B. alternatus, sobre a 
frequência (A), força contrátil (B) e liberação de CK (C) e CK-MB (D), de átrio direito 
isolado de rato. A diálise foi feita durante 24 h contra solução de NaCl 0,9% a 4 °C. A 
peçonha não dialisada foi mantida a 4 °C pelo mesmo período de tempo. O 
aquecimento da peçonha foi feito a 100 °C por 20 min. As colunas pretas 
correspondem à atividade no término do experimento, após 60 min de incubação com 
peçonha. Os pontos representam a média ± EPM (n=7-9). *,°p<0,05 comparado aos 
valores basais (*) e com a peçonha somente (°) (ANOVA seguida pelo teste de Tukey-
Kramer). 
142 
 
4.3 - Análise histológica de átrio direito incubado com peçonha de B. alternatus 
 A análise histológica mostrou extensas lesões (mionecrose), caracterizada por 
rompimento da membrana celular e desorganização das fibras musculares, nos átrios 
após 60 min de incubação com as três maiores concentrações da peçonha (Fig. 4). 
Houve discreta diferença no perfil e extensão do dano causado pelas três 
concentrações investigadas. 
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Figura 4. Lesão tecidual em átrio direito de rato incubado com peçonha de B. alternatus 
durante 60 min. A e B - controle (60 min de incubação sem peçonha), C e D - 0,5 
mg/ml, E e F - 1,0 mg/ml e G e H - 2,0 mg/ml de peçonha de B. alternatus. As setas 
indicam dano à membrana celular de cardiomiócitos e desorganização das fibras 
musculares. Cortes transversal (A, C, E e G) e longitudinal (B, D, F e H). Coloração 
com HE. Barras de escala: 20 µm. 
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4.4 - Efeito de diferentes antagonistas sobre as alterações causadas pela peçonha 
de B. alternatus em átrio direito isolado de ratos 
A Figura 5A mostra que a pré-incubação com indometacina (10 µM) não alterou 
significativamente a freqüência atrial e não produziu alterações significativas na 
resposta à peçonha de B. alternatus (1,0 mg/ml), embora houvesse um aumento 
gradativo neste parâmetro até o final do experimento. A queda na força contrátil 
causada pela peçonha também não sofreu alteração significativa na presença da 
indometacina (Fig. 5B). 
Na presença do L-NAME, um inibidor não seletivo da enzima NOS, não houve 
nenhuma alteração significativa na frequência atrial (Fig. 6A), mas houve atenuação 
significativa da queda na força contrátil, normalmente provocada pela peçonha, 
especialmente de 30 min em diante (Fig. 6B). 
Dos outros antagonistas testados (propranolol, atenolol, e atropina), nenhum 
deles inibiu ou potencializou os efeitos da peçonha de B. alternatus sobre o 
cronotropismo e inotropismo do átrio direito isolado (resultados não mostrados). 
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Figura 5. Ausência de efeito da indometacina (10 µM) na ação da peçonha de B. 
alternatus (1,0 mg/ml) sobre a freqüência atrial (A) e a força contrátil (B) em átrio 
direito isolado de rato. A - freqüência atrial e B - força contrátil. Os pontos representam 
a média ± EPM de 6 átrios por grupo. 
 
B 
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Figura 6. Efeito do L-NAME (300 µM) na ação da peçonha de B. alternatus (1,0 mg/ml) 
sobre a freqüência atrial (A) e a força contrátil (B) em átrio direito isolado de rato. Os 
pontos representam a média ± EPM de 6 átrios por grupo. *p<0,05 comparado com o 
grupo incubado com a peçonha total (ANOVA seguida pelo teste de Tukey-Kramer). 
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5 - DISCUSSÃO 
 A incubação de átrio direito isolado de rato com a peçonha de B. alternatus (0,5, 
1,0 e 2,0 mg/ml) resultou em redução progressiva da força contrátil (inotropismo 
negativo) a partir dos 20 min de experimentação. A redução somente do inotropismo 
sugere um efeito mediado por mecanismos independentes do sistema colinérgico, isso 
porque não foi vista alteração na frequência cardíaca, que se manteve estável até o 
final do experimento. O efeito inotrópico negativo da peçonha talvez esteja relacionado 
a uma ação sobre a membrana celular dos cardiomiócitos atriais, interferindo no 
mecanismo contrátil normal. Essa conclusão corrobora com a de Santos et al. (1990) 
sobre a ação inotrópica negativa da crotoxina (PLA2 básica) da peçonha da cascavel 
Crotalus durissus terrificus. Fletcher et al. (1982) observaram que a PLA2 básica de 
Naja nigricollis diminuiu a contratilidade de átrios isolados por reduzir a amplitude e o 
tempo de repolarização do potencial de ação e por prolongar a latência para o início do 
mesmo, sem envolvimento de canais rápidos de sódio ou da bomba de Na+/K+-ATPase 
do tecido. Mais recentemente, Fatehi-Hassanabad e Fatehi (2004) demonstraram que 
as ações cronotrópicas e inotrópicas positivas da peçonha de Vipera lebetina eram 
devidas à ativação de receptores β-adrenérgicos, enquanto os efeitos negativos 
envolviam a ação de PLA2. Por outro lado, Alzahaby et al. (1995) relataram que a ação 
cardíaca da peçonha de Cerastes vipera em átrios isolados de ratos não envolvia a 
participação desses dois sistemas, mas havia envolvimento de canais de Na+.  
A diminuição na força contrátil é frequentemente acompanhada de contratura 
geral da musculatura (vista como uma subida na linha de base das contrações), seja 
em coração isolado ou em átrio isolado exposto a peçonhas ou toxinas (Raina et al., 
1978; Harvey, 1985; Sun e Walker, 1986; Alloatti et al., 1991; Huang et al., 1993; 
Gomes et al., 2001), e é geralmente considerada como indicativo de distúrbios na 
entrada ou movimento intracelular de cálcio. Assim, Fantini et al. (1996) sugeriram que 
a diminuição na contratilidade de cardiomiócitos incubados com taicatoxina, uma toxina 
bloqueadora de canais de Ca2+ dependentes de voltagem, era devida à redução da 
amplitude e duração do potencial de ação. Outros estudos também têm atribuído a 
diminuição na contratilidade e eventual citotoxicidade em cardiomiócitos e alterações no 
fluxo de Ca2+ para dentro da célula (Fletcher et al., 1982; Alloatti et al., 1986; Huang et 
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al., 1993; El-Saadani e El-Sayed, 2003), sendo que esse efeito pode ser amenizado na 
presença de altas concentrações de Ca2+ (Petkovic et al., 1983; Sun e Walker, 1986; 
Kempsford e Hawgood, 1987). Entretanto, tal alteração (contratura geral da 
musculatura) não foi observada aqui com a peçonha de B. alternatus. 
Por outro lado, o aumento na liberação da CK e CK-MB observado no final dos 
experimentos apontou para lesão dos cardiomiócitos atriais, o que poderia contribuir 
para a redução progressiva da força contrátil durante o experimento. Essa conclusão foi 
corroborada pela análise histológica que mostrou extensa mionecrose após incubação 
com a peçonha. Esses resultados divergem do dano cardíaco limitado observado após 
a administração intramuscular da peçonha de Bothrops asper (Chaves et al., 1989) e 
sua metaloproteinase hemorrágica (BaP1) (Escalante et al., 2004) e da peçonha de B. 
alternatus (Acosta de Pérez et al., 1996) em camundongos; essa divergência 
provavelmente, reflita diferenças nos modelos (in vivo versus in vitro) e nas vias de 
administração (injeção i.m. versus incubação da preparação diretamente com a 
peçonha). Por outro lado, as alterações histológicas vistas aqui estão de acordo com 
estudos que mostram que a injeção de outras peçonhas ou toxinas in vivo (Nikai et al., 
1984, 1985; Huang e Gopalakrishnakone, 1996; Anderson e Ownby, 1997; al-
Shammary et al., 1998) ou a perfusão de coração isolado com peçonha ou toxina 
purificada (Abel et al., 1973; Unkovic-Cvetkovic et al., 1983; Kempsford e Hawgood, 
1987; Santos et al., 1990) também resulta em dano morfológico cardíaco.  
A mionecrose observada aqui provavelmente foi mediada pela PLA2 da peçonha 
(Nisenbom et al., 1986a,b, 1988; Ponce-Soto et al., 2007), conforme também relatada 
para a PLA2 da crotoxina (Santos et al., 1990) e a PLA2 da peçonha de Crotalus atrox 
(Hamilton et al., 1985). O fato de a diálise da peçonha ter tido pouco efeito sobre a 
queda na força contrátil sugere que os componentes da peçonha responsáveis por essa 
ação não são de baixa massa molecular (peptídeos diversos e aminas biogênicas) que 
seriam removidas pela diálise. Já a resposta atenuada vista após aquecimento da 
peçonha (100ºC, 20 min), indica que os componentes envolvidos são sensíveis à alta 
temperatura, sendo provavelmente enzimas: os candidatos mais plausíveis são a PLA2 
e/ou metaloproteinases e, de fato, a peçonha de B. alternatus contém PLA2 (Nisenbom 
151 
 
et al., 1986a,b, 1988; Ponce-Soto et al., 2007) e metaloproteinases (Cominetti et al., 
2003, 2004; Gay et al., 2005, 2009) que poderiam contribuir para o dano observado.  
A capacidade do L-NAME em atenuar a queda da força contrátil na fase terminal 
das incubações com peçonha sugere uma possível ação do NO nos cardiomiócitos no 
sentido de relaxar o músculo cardíaco pela ativação da via guanilato ciclase 
solúvel/GMPc. Esta conclusão está de acordo com estudos mostrando que outras 
peçonhas botrópicas, no caso Bothrops asper, aumentam a formação de NO em 
músculo esquelético (Chaves et al., 2006). Por outro lado, a proteção vista com L-
NAME pode também apontar para um efeito deletério do NO, ou seja, que este 
mediador de alguma forma contribui para o cronotropismo negativo, possivelmente 
através da formação de peroxinitrito devido à sua interação com espécies reativas de 
oxigênio como o ânion superóxido, frequentemente produzido em altas concentrações 
em situações onde há aumento no estresse oxidativo. Neste contexto, é interessante 
notar que o estresse oxidativo e a produção de espécies reativas de oxigênio têm sido 
implicados no dano renal causado por peçonhas botrópicas (de Castro et al., 2004; 
Nascimento et al., 2007) e na ativação da função microbicida de leucócitos periféricos 
(Zamunér et al., 2001), bem com na citotoxicidade de enzimas ofídicas como a L-
aminoácido oxidase (Stábeli et al., 2007; de Vieira Santos et al., 2008) e PLA2 (Zuliani 
et al., 2005). 
A ausência de efeito da indometacina sugere que a ação da PLA2 da peçonha 
não seja devido à liberação do ácido araquidônico e a formação de seus metabólitos 
(prostaglandinas e tromboxanos), neste caso, a PLA2 provavelmente produz seus 
efeitos através de uma lesão direta na membrana celular, levando à mionecrose 
mencionada acima (Gutiérrez e Ownby, 2003; Montecucco et al., 2008). Já a ausência 
de efeito dos outros antagonistas (atropina, atenolol, cimetidina e propranolol) sobre as 
respostas atriais à peçonha indica que os sistemas adrenérgico, colinérgico e 
histaminérgico não estão envolvidos nessa ação da peçonha. Esses achados são 
semelhantes aos de Huang et al. (1993), que relataram que a cardiotoxicidade da PLA2 
ácida de Ophiophagus hannah não envolveu a síntese de prostaglandinas, nem os 
sistemas adrenérgico, colinérgico e histaminérgico, e nem os canais lentos de Ca2+ e os 
rápidos de Na+. Outros estudos têm atribuído a diminuição na contratilidade e eventual 
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citotoxicidade em cardiomiócitos a alterações no fluxo de Ca2+ para dentro da célula 
(Fletcher et al.,1982; Alloatti et al., 1986; Busso et al., 1988; Tzeng e Chen, 1988; 
Huang et al., 1993; El-Saadani e El-Sayed, 2003), e este efeito pode ser amenizado na 
presença de altas concentrações deste íon (Petkovic et al., 1983; Sun e Walker, 1986; 
Kempsford e Hawgood, 1987).     
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6 - CONCLUSÕES 
Os resultados deste estudo in vitro mostram que: 
1. A peçonha de B. alternatus exerce efeito deletério direto em átrio direito 
isolado de rato, causando inotropismo negativo sem alterar 
significativamente o cronotropismo da preparação. 
2. A peçonha também causa dano muscular cardíaco (mionecrose), com 
liberação das enzimas marcadoras CK e CK-MB. 
3. É provável que o inotropismo negativo seja resultado da ação de 
componentes de massa molecular elevada (proteases e/ou PLA2) da 
peçonha, uma vez que foi abolido pelo aquecimento, mas não pela diálise. 
4. O NO pode contribuir para o dano causado pela peçonha, uma vez que o    
L-NAME (inibidor da NOS) foi o único dos antagonistas testados que 
ofereceu alguma proteção contra a redução do inotropismo.  
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